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凡例 
 
CMT : canine mammary tumor 
HSA : hemangiosarcoma 
Cav-1 : caveolin-1 
MMP14 : matrix metalloproteinase 14 
uPA : urokinase plasminogen activator 
PAI-1 : plasminogen activator inhibitor type-1 
TEM8 : tumor endothelial marker 8 
RPS19 : ribosomal protein 19 
ZFP36 : zinc finger protein 36 
CASP2 : caspase2 
GALNTL6 : polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase-like 6 
VEGF : vascular endothelial growth factor 
EGFR : epidermal growth factor receptor 
GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
MET : wesenchymal epithelial transition factor 
IGF-IR : Insulin-like Growth Facter-Ⅰ Receptor 
ROR-1 : Receptor-tyrosine-kinase-like orphan receptor 1 
DIC : disseminated intravascular coagulation 
RT-PCR : reverse transcription polymerase chain reaction 
qRT-PCR : quantitative reverse transcription-PCR 
PBS : phosphate buffer saline 
FBS : fetal bovine serum 
RNA : ribonucleic acid 
tRNA : total RNA 
cDNA : complementary deoxyribonucleic acid 
mRNA : messenger RNA 
miRNA : micro RNA 
bp : base pair 
AREs : AU Rich Elements 
FNB : Fine needle biopsy 
QOL : Quality of life 
DDS : drug delivery system 
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緒言 
 
 近年、医療はNarrative Based Medicine（NBM：物語りと対話に基づく医療）とEvidence 
Based Medicine（EBM：根拠に基づいた医療）という診療理念が重要視されている[31]。
ヒト医療においては、NBM による患者さんとの対話を通した問題解決をすべくコミ
ュケーション能力の向上や、EBM による診療行為を科学的な視点で再評価すべく
様々な基礎研究がなされている。獣医療においても、技術の進歩により高度な診断技
術、治療行為が可能になってきたが、未だ獣医師の経験に基づく、診断や治療に依存
している。EBM に基づいた正確な診断と治療選択が現在の獣医療に必要不可欠であ
る。 
 我が国の死亡原因の第 1 位は癌であり、癌の予防、完治は国民の最大の関心の１つ
である。ヒト医療においては、癌の分子メカニズムの研究が進み、エクソソーム、
miRNA や Circulating Tumor Cells (CTC) 等を用い EBM に基づいた新たな診断、治療
法の開発が癌を克服すべく大きな役割を果たしている[38,60]。 
 獣医療においても、悪性腫瘍はイヌの死亡原因の第１位となっている。診断技術、
治療技術の向上、栄養学の充実など、獣医療の発展に伴う寿命の延長よる高齢犬の増
加が、悪性腫瘍の増加に関与していると考えられている[39]。10 歳齢以上の高齢犬の
悪性腫瘍による死亡率はおよそ 45％に及ぶという報告もある[6]。イヌの腫瘍は、早
期発見が難しく、飼い主が異変に気がついた時には、すでに遠隔転移をおこし、予後
不良となることも多い。多くのイヌ腫瘍において治療の第一選択肢は外科手術であり、
進行している癌では大きなマージンを取らなければならず患畜への負担が大きい事
や、手術そのものが困難な事も少なくない。獣医療においても、人医療のように最先
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端の早期診断技術を用いた予防医学を充実させる必要がある。予防医学の観点から、
早期診断と明確な腫瘍の性状診断の確立は、治療の選択、QOL の向上、生存率の向
上に貢献すると考えられる。そこで、本研究ではイヌ乳腺腫瘍（CMT）およびイヌ
血管肉腫（HSA）における新たな診断マーカーの確立を目指した。 
 CMT は、イヌに自然発生する腫瘍の中で最も多く発生する腫瘍である。その確定
診断は病変部位から組織を採材して行う病理診断による。CMT は組織形態が複雑で
あり、病理診断医の診断を困難にさせていると言われている[28,88]。乳癌において主
な死因は原発巣ではなく、遠隔転移によるものである。遠隔転移をきたす可能性があ
る患者群を識別し得るような新しい予後マーカーの開発が望まれており、それにより
個別化治療を行うことが可能となると考えられている[93]。乳癌における遺伝子発現
解析は、そのような患者を同定する一手段として有用性が認められつつあり、新たな
治療のターゲット遺伝子を同定することも可能であると言われている。 
 イヌ HSA は、血管内皮の腫瘍性増殖を特徴とする疾患であり、極めて予後が悪い
[7]。しかし、ヒトでの発生はきわめて少なく、分子病態の解析はあまり進んでいない
[45,58]。HSA の確定診断は病理診断によって行われ、術前に良性腫瘍である血管腫
や、血腫・過形成性結節など他疾患との鑑別は困難である[7]。明確な予後因子や効果
的な治療法、診療方針が確立、評価されておらず、微量血液サンプルによる早期発見・
早期診断法の確立が望まれている。 
 近年、分子生物学の発展により、様々な生命現象における分子機構が解明されてい
る。その中で、癌細胞、癌微小環境、細胞間コミュニケーション等分子レベルでの研
究が進んでいる[52,75]。しかし、獣医療における様々な癌での分子メカニズム、診断
技術、予後評価および、治療法は確立されていない。本研究では、CMT、HSA にお
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ける新たなバイオマーカーの探索と腫瘍における悪性化分子メカニズムの解明を行
い、高度な予防診断を応用した獣医療における先制医療の構築を目標とした。 
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第Ⅰ章 CMT における悪性度評価マーカーの探索と遺伝子発現解析 
 
1. 序文 
 CMT は早期避妊手術が普及した現在も、小動物臨床で最も多く遭遇する腫瘍の一
つである[27,30]。その確定診断は病変部位から組織を採材して行う病理診断による。
CMT は組織形態が複雑で、他の動物にはみられない複合腫瘍が存在することが特徴
である。また、乳腺組織を構成する筋上皮細胞が腫瘍内に粘液、軟骨組織、骨組織な
どの非上皮成分を形成することがあること、組織成分が化生である場合と腫瘍である
場合がありその区別が困難であること、組織成分が間葉系細胞由来の可能性も考えら
れること、さらには腫瘍が均一な構造でなく部位によって違いがあることなどがあり、
病理診断医の診断を困難にさせていると言われている[28,88]。 
 CMT はヒト乳腺腫瘍における疫学的情報、臨床症状、形態的特徴、予後などに関
して類似した特徴を持っている。ヒトの乳癌において pCR（病理学的完全奏効率）が
最終的な全生存率を示すサロゲートマーカーと信じられていたが、pCR の国際的基準
が統一されていない事、病理診断医により判定結果が異なることがあり、必ずしも予
後との一致が見られないと言われている[41,54]。乳癌において主な死因は原発巣では
なく、遠隔転移によるものである。遠隔転移をきたす可能性がある患者群を識別し得
るような新しい予後マーカーの開発が望まれており、それにより個別化治療が可能と
なると考えられている。癌における遺伝子発現解析は、そのような患者を同定する一
手段として有用性が認められつつあり、新たな治療のターゲット遺伝子を同定するこ
とも可能であると言われている[93]。乳腺腫瘍の存在診断、予後診断が可能となれば
小動物臨床におけるインフォームドコンセントの成立、治療方針の決定、飼主と患畜
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の QOL の向上等の一助となるだろう。2007 年 2 月、ヒト乳がんでは外科的切除で得
られた病変組織から癌組織の 70 ものマーカー遺伝子発現を検証し、再発の可能性を
予測する MammaPrint が FDA（米国食品医薬品局）より認可された。なお、FDA
から承認は受けていないがパラフィン包埋組織切片から抽出したmRNAをもとに 21
の遺伝子の発現を検証し、乳がん再発の可能性、転移を予測する遺伝子診断 Oncotype 
DX もある[9]。 
 一方、CMT で報告されているバイオマーカーの発現は、組織切片を免疫組織化学
染色（IHC）によりタンパクレベルで評価したものが主である[1,43,70]。近年、CMT
組織より遺伝子を抽出し、遺伝子発現量と病理組織学的悪性度を評価した研究も報告
されているが、未だ報告は少なく研究段階である[14,27,37,56]。ヒト乳癌のように
CMT においても遺伝子発現による評価の確立は、これまでの病理組織学的評価によ
る良性悪性診断のみならず、腫瘍の浸潤、転移能の評価、予後予測評価が可能となる
ことが期待される。本章では、CMT 株化細胞を用いて、ヒト乳癌において転移浸潤
機構に関与する Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、および TEM8 の遺伝子発現解析と浸潤
能評価を行った。また、CMT 組織検体において遺伝子発現診断と病理組織学的診断
との関連性、および予後評価を行い、新たな遺伝子マーカーとしての有用性を検討し
た。  
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2. 材料と方法 
1） 供試組織･細胞 
 細胞株は、16 歳雑種犬の乳腺骨肉腫より樹立したイヌ乳腺骨肉腫細胞株 MCO-Y4、
51 歳白人女性より樹立したヒト乳がん株化細胞 MDA-MB-231、69 歳白色人種女性よ
り樹立したヒト乳がん株化細胞 MCF-7、東京大学外科学教室より提供のイヌ悪性乳腺
腫瘍細胞株 CIP-M、CTB-P[88]、本学獣医臨床腫瘍学教室より提供のイヌ乳腺悪性腫
瘍細胞株 RCM-SA、RCM-Mc を用いた (表 1)。また、本学付属動物病院、北海道大学
付属動物病院、札幌市、江別市近郊の開業動物病院より提供のイヌ乳腺腫瘍組織検体
を用いた(表 4)。 
  
表 1.イヌ乳腺腫瘍細胞株 
細胞株名 由来・特徴 
Growth in nude mice 
生着 転移 
MCO-Y4 イヌ乳腺骨肉腫・転移性 ND ND 
CIP-M リンパ節転移巣 ○ ○ 
CTB-P 乳腺癌 ○ 腋窩、鼠径リンパ節・肺
RCM-SA 乳腺癌 ○ × 
RCM-Mc 乳腺癌 × ― 
  ND：Data なし 
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2） 細胞培養 
 Penicillin Streptomycin（Gibco）・GlutaMAX（Gibco）・10%牛胎児血清（10%FBS）
（Gibco）・8%NaHCO3を添加したダルベッコ変法イーグル培地(DMEM, Nissui 
Pharmaceutical) を使用し、37℃、5%CO2インキュベータで培養した。 
 
3） total RNA(tRNA)抽出 
 培養細胞および採材乳腺組織は、氷上で RNAlater（Applied Biosystems）に 30 分間
浸漬した。RNeasy Mini kit (Qiagen,Heidelberg,Germany)と RNase-Free DNaseⅠ（Qiagen, 
Heidelberg, Germany）にて tRNA を抽出した。抽出の際に室温で 10 分反応させ脱 DNA
処理をした上で RNase free 超純水(Merck, Germany)によりカラムから抽出した。tRNA
は cDNA 合成まで-80℃で凍結保存した。 
 
4） cDNA 合成 
 tRNA の吸光度を吸光度計（Biospecnano,SHIMADZU）により測定し、tRNA 濃度
（μg/μl）を算出した。濃度より 1μg の tRNA を計算し、超純水（MilliQ）と合わせて
12μl となるように調整した。5×RT Buffer 4μl、10mM dNTPs 2μl、Oligo dT primers 1μl、 
ReverTra Ace (TOYOBO,Osaka,Japan) 1μl 、RNase inhibiter 1μl、RNase free 超純水を加
え 20μl とし、30℃で 10 分間、42℃・60 分、90℃・5 分加熱し cDNA を合成した。cDNA
は PCR 反応まで−80℃にて凍結保存した。 
 
5） Reverse transcription-PCR  
 8
 PCRに用いたプライマー配列は、表2に示した。プライマーはGenBankから得られた
DNA配列を用いて設計した。各サンプルのcDNAを5倍希釈したものを1μl使用し、Taq 
buffer (BioLabs) 2μl、Taq DNA Polymelase （BioLabs） 0.2μl、ForwardとReverse プ
ライマー各１μl、10mM dNTPs (TAKARA) 0.5μlを使い、94℃･１分で熱変性して
denature94℃・30秒、annealing 各プライマーのアニーリング温度･30秒、extension 72℃･
1分で35サイクル反応させた後、72℃･2分反応させた。PCR反応後、6×Loading Buffer
を混合し、全量を2.0％TAEアガロースゲルで100V、40分間電気泳動した。エチジウ
ムブロマイド水溶液中に浸して40分間染色した後、紫外線照射下で各々の大きさの位
置にバンドがあることを確認した。  
 
 
 
 
6） サブクローニング（酪農学園大学 遺伝子組換え実験番号 123） 
Primer
F GAGAAGCAGGTGTACGACGC
R TAATGCAG GGCACAACTGCC
F CGATGCTGCTCTCTTCTGGATG
R CCTGGCTCTACCTTCAGCTTC
F TGTCAGCAGCCCCACTAC
R GTGTAGACGCCTGGCTTG
F GGGAAATCCTATCAAGTGCC
R CAGCTGTCTATGGTCTTGG
F AGAGGAAACGGCTTCCGAC
R CCATCGTTCATGCTGACCTG
F CCTTCCTCAAAAAGTCTGGG
R GTTCTCA TCGTAGGGAGCAAG
Nucleotide sequence(5'-3')
表2　遺伝子発
現
解析に
用
いたプライマー配列
Cav-1
MMP14
uPA
PAI-1
TEM8
RPS19
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［1］ PCR 産物精製 
 PCR 反応後、電気泳動により目的のバンドを確認し、紫外線照射下で目的バンド部
分のアガロースゲルを切り出し、-30℃で一晩おいた。GenElute™ ゲル抽出キット
(SIGMA)を用いて、18,000×g、3 分、室温で遠心しカラムを捨てた。チューブに集ま
ったDNA液を滅菌MQ水により 250μlにメスアップした。5M NHaOAcを 167μl加え、
エタノール沈殿を行い沈殿した DNA を RNase free 超純水 10μl に溶解し DNA 溶液を
得た。 
 
［2］ ライゲーション 
 得られた DNA 溶液 3μl と pSTBlue-1 vecter（Novagen）、pGEM-T Vecter (Promega) 1μl
を滅菌した 0.5ml チューブ内で混合した後、DNA Ligation kit(Mighty Mix, TAKARA)
を 4μl 加え混合し、16℃の COOLNIT BATH 内で１時間反応させた。 
 
［3］ トランスフォメーション 
 -80℃で凍結保存しておいた大腸菌 (E.coli DH5α Competent Cells) 200μl を氷上で融
解した後、ライゲーション産物を慎重に混和し、氷上で 15 分間静置し、さらに 42℃、
90 秒間熱処理し、氷上で 5 分間静置した。次いで安全キャビネット内で 900μl の 2×YT
溶液を加え、37℃で１時間培養した。これを 7,000×ｇ、室温、3 分で遠心分離し、上
清を 200μl残し、菌体と懸濁した。これを 2％ X-Gal液を塗布したAmpicillin (0.1mg/ml)
添加 2×YT 寒天培地にプレーティングし、37℃で一晩培養した。 
 
［4］ Blue white selection と colony PCR 
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 寒天培地に White colony が形成されていることを確認後、滅菌エッペンドルフチュ
ーブに滅菌超純水（MilliQ） 158μl、10×Standard Taq Buffer 20μl、F、R プライマー 各
8μl(表２)、dNTP 4μl、Taq DNA Polymelase 2μl を調整し、目的の colony ができた数だ
け滅菌 PCR チューブに 12μl 分注した。新しい 2×YT 寒天培地のシャーレに格子を書
き、番号をふった。安全キャビネット内で、滅菌爪楊枝で white colony をひとつ取り、
PCR チューブの壁面にこすりつけ、大腸菌を PCR 反応液の中に落とした。爪楊枝の
先に残った大腸菌を新しい寒天培地の格子の中に納まるようにつけ、これをマスター
プレートとした。PCR 反応は、94℃で１分間反応後、denature 94℃･30 秒、annealing 
58℃･1分、extention 72℃･1分間で 35サイクル反応させた後、72℃･2分間反応させた。
PCR 反応後、6×Loading Buffer を混合した全量を 2.0％TAE アガロースゲルで 100V、
40 分間電気泳動し、エチジウムブロマイドで 40 分間染色した後、紫外線照射下で目
的とする大きさの位置のバンドの有無を確認した。 
 
［5］ プラスミド DNA 回収 
 マスタープレートより、colony PCR で遺伝子の増幅が見られたコロニーを選択し、
滅菌爪楊枝で Ampicillin (0.1mg/ml)添加 2×YT 液体培地に接種した。これを 37℃一晩
振盪培養した。この培養液より Quantum Prep Plasmid Mini Prep Kit (BIORAD)を用い
てプラスミドの回収を行った。このプラスミド回収方法は Kit の使用法に準拠して行
った。なお、回収 DNA 溶液量は 100μl とした。 
 
［6］ シークエンス 
 回収されたプラスミド DNA サンプル４μl に、1pmol に希釈したシークエンス反応
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用プライマー2μl（表 2）を PCR チューブ内で混合したのち、Terminator pre mix 4μl を
混合し、サーマルサイクラーで denature 96℃･10秒、annealing 50℃･5秒、extention 60℃･
4 分で 25 サイクル反応させた。この反応産物 10μl に 3M 酢酸ナトリウム 1μl と 95％
エタノール 25μl を加え撹拌後、室温にて 10 分間放置し、21,500×g、15 分、室温で遠
心分離した。得られた沈殿物を 180μl の 70％エタノールでリンスし、21,500×g、5 分、
室温で遠心分離した後、Micro Vac MV100 (TOMY)を用いて風乾した。この沈殿物を
Hi-Di ホルムアミド 25μl で溶解し、95℃で 2 分間加熱後、氷上にて 2 分間氷冷した。
このサンプル全量を Genetic Analyzer Sample Tube (P/N401957)に移し、Tube Septa 
(P/N401956)で蓋をしてシークエンサーにより、塩基配列を確認した。サンプルを ABI 
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)にセットし、キャピラリ電気泳動を行
った。このデータを解析ソフト(ABI PRISM Seqence Analyzer, GENETYX-Mac)にて解
析し、プライマー設計部位の塩基配列と比較し、目的とする遺伝子領域であることを
確認した。 
 
7） Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)分析 
 qRT-PCR で使用したプライマーは表２に示した。検量線は、Cav-1、MMP14、uPA、
RPI-1 および、TEM8 を PST Blue-1 に組み込んだものを Template とし、108－102 コピ
ーの希釈系列を作り作製した。RPS19 の検量線は 108－103 コピーの希釈系列を作り作
成した。qPT-PCR は、SYBR green master mix（Qiagen）と iQ5/MyiQ Single-Color (Bio-Rad 
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)を用いた。  
 
8） 浸潤能解析 
 12
［1］ 抗体 
 抗体は 1.5ml チューブに分注し、等量のグリセロールを加え、-30℃フリーザーにて
保存した。一次抗体としては、抗 Cav-1・マウス抗体 610058（BD Biosciences）、ポリ
クローナル抗 MMP14・ウサギ抗体 ab88618（abcam）を、二次抗体としては、抗マウ
ス IgG 抗体 ab96873（DyLight®594. abcam）、抗ウサギ IgG 抗体  ab96894
（DyLight®650. abcam）を使用した。また核染色には DAPI を用いた（表 3）。 
 
表 3. 抗体および核染色液 
免疫染色抗体 
  一次抗体 二次抗体 
Caveolin-1 抗 Caveolin-1・マウス抗体 抗マウス IgG 抗体 
  希釈倍率 1：100（PBS） 希釈倍率 1：500（PBS）
MMP14 ポリクローナル抗 MMP14・ウサギ抗体 抗ウサギ IgG 抗体 
  希釈倍率 1：500（PBS） 希釈倍率 1：500（PBS）
 
核染色 
DAPI 
希釈倍率 1：1000（DAPI 保存液） 
 
［2］ Invadopodia assay 
 遮光した状態で 35mm/Glass base dish (IWAKI)の中央の窪みに 200μl の Oregon Green 
488 dye Gelatin をまき、余剰分を次のプレートへとまいた。Gelatin は 30 分、室温で
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乾かし、乾いたら 1×PBS 3ml で 3 回洗った。細胞はトーマの計算板により 3～6×105
個/ml とし、細胞浮遊培養液 3ml を plate にまき、37℃、CO2 インキュベーターで 4 時
間培養した。培養後、アスピレーターで培養液を吸い、1×PBS 3ml で 3 回洗った後、
4％ パラホルムアルデヒド 2ml を加え 5 分間、室温で固定を行った。固定液をアス
ピレーターで吸い 1×PBS 3ml で洗浄した。 
 10％ヤギ血清（NGS）200μl をシャーレ中央に加え、室温でシェーカーにて撹拌し
ながら 1 時間ブロッキングした。ブロッキング終了後、1 次抗体 200μl をのせ、シェ
ーカーで撹拌しながら 4℃にて Over night した。翌日、PBS 0.05% Tween 20 2ml で 5
分、3 回洗浄後、2 次抗体 200μl をのせ室温でシェーカーにて撹拌しながら 2 時間反
応させ、PBS 0.05% Tween 20 2ml で 5 分、3 回洗浄した。次に、DAPI 染色液を 2ml
のせ室温で 5 分間核染色を行った後、PBS 0.05% Tween 20 2ml で 5 分、3 回洗浄した。 
 共焦点レーザースキャン顕微鏡を用い、LSM5 PASCAL ; Car1 Zeiss、Frame モード
にて観察した。 
 
［3］ Invasion assay 
 BD Matrigel™Invasion Chamber 24-well Plate8.0 Micro (BD)を室温に戻し、プレートの
ウェル及びインサートに serum free DMEM （8％NaHCO３、penicillin-streptomycin 0.5％、
Gluta-MAX）培地を 2.0ml 入れた。その後、CO2 インキュベータで 2 時間水和させた。
浸潤用細胞浮遊液は、トーマの計算版を用いて、5×10個/ml とし、 serum free DMEM
培地にて調整した。水和終了後、ウェルおよびインサートの培地を吸引し、各ウェル
に 10% FBS 加 DMEM 培地を 2.5ml 入れた。各ウェルにインサートを入れ、そこへ細
胞浮遊液を 2ml 加え CO2 インキュベータで 24 時間培養した。培養後、細胞浮遊液培
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を吸引し、マトリゲルを Diff-Quik 染色キット（シスメックス株式会社）にて固定、
染色した。メス刃にてマトリゲルを切り取り、スライドガラスへ封入し、光学顕微鏡
にて浸潤細胞数を計測した。本実験では 400 倍にて複数個所数え、1 視野当たりの平
均細胞数を計測した。 
 
9） 統計解析 
 Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 共に Mann-Whitney U test を用いて、正常乳腺および
乳腺腫瘍性状ごとに統計解析を行った。各遺伝子発現量より Receiver Operator 
Characteristic Curve（ROC 曲線）を作成し、Youden index が最も高い検体の発現量を
カットオフ値に設定した。臨床病理的分類と遺伝子発現レベルによる分類での相関性
解析に判別分析を用いた。データ解析は Excel 統計 2010 にて行った。 
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3. 結果 
1） CMT 細胞株における遺伝子発現解析および浸潤能評価 
［1］ CMT 細胞株および正常乳腺組織での遺伝子発現解析 
 Cav-1 は MCO-Y4、CIP-M、RCM-SA で高い発現を示した。MMP14 および PAI-1 で
は、MCO-Y4、CIP-M で高い発現を示した（図 1）。TEM8 では、MCO-Y4、CTB-P で、
uPA では、RCM-SA にて高い発現を示していた。進行性で肺転移性のあるイヌ乳腺骨
肉腫細胞株の MCO-Y4 や、ヌードマウス移植実験において生着および転移の認めら
れた CMT 細胞株の CIP-M、CTB-P、RCM-SA では、１つもしくは複数の悪性マーカ
ー候補遺伝子の高発現が認められた。一方、ヌードマウス移植実験にて生着が認めら
れなかった RCM-MC および正常乳腺組織では、全ての遺伝子で低発現を示した（図
1）。 
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図 1. CMT 株化細胞および正常乳腺組織における Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1 およ
び TEM8 の遺伝子発現解析 
各 mRNA の発現量は RPS19 の発現量で補正し、縦軸に示した。相対定量値は mean±S.E
で示した（n=3）。 
 
［2］ Cav-1 高発現細胞株を用いた Invadopodia assay 
  陽性対照である MDA-MB-231 では、XY 平面像で細胞内部での Cav-1 および
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MMP14 の発現がみられた（図 2）。また、Z 軸像において細胞のゼラチンに接する面
において、ゼラチン内部に進入するような細胞膜上に、Cav-1 と MMP14 の共発現が
認められ、ゼラチンが分解され浸潤突起の形成が確認された。一方、陰性対照である
MCF-7 では細胞内部での Cav-1 と MMP14 の発現および、Z 軸像における浸潤突起形
成は認められなかった。MCO-Y4、CIP-M では、XY 平面像において細胞内部での Cav-1
と MMP14 発現が確認でき、Z 軸像においても Cav-1 と MMP14 の共発現が認められ
ゼラチンが分解され浸潤突起の形成が確認された（図 2）。 
 
図 2.  Invadopodia assay による浸潤突起形成と Cav-1 および MMP14 発現の関連解析 
陽性対照として転移性ヒト乳腺腫瘍細胞株の MDA-MB-231 を、陰性対照として非転
移性ヒト乳腺腫瘍細胞株 MCF-7 を用いた。CMT 株化細胞は、qRT-PCR において Cav-1 
および MMP14 発現の高かった MCO-Y4、および CIP-M を使用した。免疫染色後、共
焦点顕微鏡により観察した。青色は Oregon Green 488 dye Gelatin、緑色は Cav-1、赤
色は MMP14 を、黄色は Cav-1 と MMP14 共発現部位を示す。XY 平面像の上側及び
右側は Z 軸での断層像を示す。白色矢印は、Cav-1 と MMP14 の共発現と浸潤突起形
成が一致して見られた部位を示す。 
 
XY 
XZ 
YZ 
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［3］ uPA 高発現細胞株を用いた Invasion assay 
 浸潤性で uPA 高発現細胞株である、ヒト乳腺腫瘍細胞株 MDA-MB-231 では平均 457
個の細胞が、CMT 細胞株 RCM-SA では平均 95 個の細胞が浸潤し、高浸潤性であるこ
とが確認された(図 3.A-C)。一方、非浸潤性で uPA 低発現細胞株での浸潤細胞数は、
人乳腺腫瘍細胞株 MCF-7 では平均１個、CMT 細胞株 RCM-MC では平均 13 個であっ
た (図 3.A-C)。uPA 高発現細胞株にて、高い浸潤能が確認された。 
 
 
 
 
 
図 3. ヒト乳腺腫瘍細胞株および CMT 細胞株を用いた Invasion assay 
（A）各細胞株での uPA 発現量。各 mRNA の発現量は RPS19 の発現量で補正し、縦
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軸に示した。相対定量値は mean±S.E で示した（n=3）＊＊:＜0.01。（B）Invasion assay
による各細胞株の浸潤細胞数。＊＊：＜0.01。（C）マドリゲル浸潤細胞の Diff-Quik
染色像。スケールバーは 100μm を示す。 
 
2） CMT 組織検体における遺伝子発現解析と病理組織学的悪性度の比較 
［1］ CMT 罹患犬 71 頭の概要（表 4） 
 犬種の内訳、情報を表 4 にまとめた。ミニチュア・ダックスフントが 20 症例、雑
種が 7 症例、シーズー、パピヨンが各 6 症例、ウエルシュ・コーギー・ペンブローク
が５症例、ビーグル、マルチーズが各 4 症例、シェットランド・シープドック、チワ
ワが各 3 症例、アメリカン・コッカー・スパニエル、ウェスト・ハイランド・ホワイ
ト・テリア、ヨークシャー・テリアが各 2 症例、アフガン・ハウンド、キャバリア・
キング・チャールズ・スパニエル、ジャパニーズ・スピッツ、プードル、プーリー、
ブルテリア、ペキニーズが各 1 症例だった。年齢は平均 10±2.21 歳（中央値：10 歳、
範囲：5〜15 歳）であった。性別は、未避妊雌が 54 症例、避妊雌が 16 症例、未去勢
雄が 1 症例であった。 
 
［2］ 腫瘍組織検体の概要と病理組織学的分類（表 5） 
 腫瘍組織検体の概要と病理組織学的分類を表 5 にまとめた。腫瘍の最長径は平均
3.2±2.6cm（中央値：2.5cm、範囲：0.5〜11cm）であった。病理組織学的分類は良性腫
瘍が 34 検体で、単純腺腫が 4 検体、複合腺腫が 19 検体、良性混合腫瘍が 11 検体で
あった。悪性腫瘍は 37 検体で、単純腺癌が 22 検体、複合腺癌が 13 検体、癌肉腫が 1
検体、骨肉腫が１検体であった。リンパ管、血管および腫瘍周囲組織への浸潤性が認
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められ、浸潤性癌と分類されたものは悪性腫瘍の内 22 検体であった。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
表4　CMT罹患
犬
の概要
犬
種
症
例数 検体数
ペキニーズ 1 3.2±2.6 cm
ブルテリア 1 2.5 cm
プーリー 1 0.5〜11 cm
プードル 1 33
ジャパニーズスッピツ 1 13
キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル 1 15
アフガン・ハウンド 1 10
ヨークシャー・テリア 2 検体数
ウェスト・ハイランド・ホワイト・テリア 2 34
アメリカン・コッカー・スパニエル 2 単純腺腫 4
チワワ 3 複合腺腫 19
シェットランド・シープドッグ 3 良性混合腫
瘍
11
マルチーズ 4 37
ビーグル 4 単純腺癌 22
ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 5 複合腺癌 13
パピヨン 6 癌肉腫 1
シーズー 6 骨肉腫 1
雑種 7
ミニチュア・ダックスフント 20 非浸潤性 49
性別
症
例数 浸潤性 22
未避妊雌 54
避妊雌 16
未去勢雄 1
年齢
平均±SD 10±2.21歳
中央値 10歳
範囲 5〜15歳
浸潤性の有無
T2　(3〜5cm)
T3　(5cm以上)
不明
病理
組織学的分類
良性腫
瘍
悪性腫
瘍
T1　(3cm未満)
表5　CMT組織検体の概要および
病理
組織学的分類
大きさ
平均±SD
中央値
範囲
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［3］ 正常乳腺および CMT 組織検体での遺伝子発現解析 
 Cav-1、MMP14、TEM8 遺伝子では正常乳腺と比較し、CMT 組織検体にて有意に高
い発現を示した（＊＊＜0.01、図 4）。Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、TEM8 全ての遺
伝子で、正常群と比較し悪性群にて有意に高い発現を示した（図 4）。uPA のみ良性群
と悪性群の比較において、悪性群で有意に高い発現を示した（＊＊＜0.01、図 4）。Cav-1、
MMP14、uPA、TEM8 での非浸潤性群と浸潤性群における比較では、浸潤性群にて有
意に高い発現を示した（図 4）。また、各遺伝子の発現量の平均値、中央値、最小値、
最大値を表 6 に示した。 
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図 4. CMT 組織検体における Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1 および TEM8 の遺伝子発
現解析 
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各 mRNA の発現量は RPS19 の発現量で補正し、縦軸に示した。統計解析は
Mann-Whitney U test を行った。グラフの横線（－）は中央値を示す。＊：＜0.05、＊
＊：＜0.01。 
 
表 6. CMT 組織検体の遺伝子発現量の平均値、中央値、最小値および、最大値 
A     B 
 
C     D 
E 
  
(A) Cav-1、(B) MMP14、(C) uPA、(D) PAI-1、(E) TEM8。各遺伝子の発現量は、目的
遺伝子コピー数/RPS19 遺伝子コピー数の相対量で表した。  
平均 中央値 最小値 最大値 平均 中央値 最小値 最大値
正常乳腺
（n=6） 4.67.E-02 2.28.E-02 1.60.E-03 1.33.E-01
正常乳腺
（n=6） 4.36.E-02 2.82.E-02 4.03.E-03 9.75.E-02
CMT 組織サンプル
(n=65)
3.83.E-01 1.90.E-01 1.42.E-02 2.68.E+00 CMT 組織サンプル
(n=65)
4.94.E-01 4.08.E-01 6.31.E-02 1.97.E+00
良性腫
瘍
(n=30)
2.86.E-01 1.97.E-01 1.63.E-02 2.13.E+00 良性腫
瘍
(n=30)
4.57.E-01 4.10.E-01 1.04.E-01 1.08.E+00
悪性腫
瘍
(n=35)
4.64.E-01 1.86.E-01 1.42.E-02 2.68.E+00 悪性腫
瘍
(n=35)
5.31.E-01 3.85.E-01 6.31.E-02 1.97.E+00
非浸潤性腫
瘍
(n=46)
2.43.E-01 1.33.E-01 1.42.E-02 2.13.E+00 非浸潤性腫
瘍
(n=46)
3.93.E-01 3.48.E-01 6.31.E-02 1.08.E+00
浸潤性腫
瘍
(n=19)
7.05.E-01 5.19.E-01 2.76.E-02 2.68.E+00 浸潤性腫
瘍
(n=19)
7.20.E-01 6.06.E-01 9.95.E-02 1.97.E+00
Cav-1　遺伝子発
現
量 MMP14  遺伝子発
現
量
平均 中央値 最小値 最大値 平均 中央値 最小値 最大値
正常乳腺
（n=5） 1.24.E-01 7.23.E-02 3.76.E-02 2.12.E-01
正常乳腺
（n=5） 5.66.E-02 6.34.E-02 1.55.E-02 1.16.E-01
CMT 組織サンプル
(n=47)
1.06.E+00 2.28.E-01 1.76.E-04 1.03.E+02 CMT 組織サンプル
(n=47)
1.24.E+00 1.97.E-01 7.07.E-06 1.77.E+01
良性腫
瘍
(n=28)
2.13.E-01 1.35.E-01 1.76.E-04 7.10.E-01 良性腫
瘍
(n=28)
1.00.E+00 1.33.E-01 7.07.E-06 1.39.E+01
悪性腫
瘍
(n=19)
2.31.E+00 4.31.E-01 2.72.E-02 2.21.E+01 悪性腫
瘍
(n=19)
2.25.E+00 4.80.E-01 3.70.E-04 1.77.E+01
非浸潤性腫
瘍
(n=35)
8.67.E-01 1.41.E-01 1.76.E-04 2.21.E+01 非浸潤性腫
瘍
(n=35)
1.46.E+00 2.11.E-01 7.07.E-06 1.77.E+01
浸潤性腫
瘍
(n=12)
3.37.E+00 6.59.E-01 1.14.E-01 1.03.E+02 浸潤性腫
瘍
(n=12)
1.59.E+00 2.62.E-01 6.75.E-02 2.44.E+00
uPA 遺伝子発
現
量　(×10-3) PAI-1 遺伝子発
現
量　(×10-3)
平均 中央値 最小値 最大値
正常乳腺
（n=5） 6.96.E-02 4.20.E-02 1.22.E-02 1.88.E-01
CMT 組織サンプル
(n=43)
2.80.E+00 3.75.E-01 7.05.E-05 2.79.E+01
良性腫
瘍
(n=22)
1.53.E+00 2.88.E-01 7.05.E-05 1.04.E+01
悪性腫
瘍
(n=21)
4.13.E+00 8.81.E-01 1.27.E-02 2.79.E+01
非浸潤性腫
瘍
(n=27)
1.30.E+00 2.51.E-01 7.05.E-05 1.04.E+01
浸潤性腫
瘍
(n=16)
5.34.E+00 2.82.E+00 1.27.E-02 2.79.E+01
TEM8 遺伝子発
現
量　(×10-3)
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［4］ 各遺伝子における Cut off 値の設定と判別分析による診断制度の比較 
 遺伝子発現解析の結果より、非浸潤群と浸潤群にて有意な差が認められた Cav-1、
MMP14、uPA、TEM8 の ROC 曲線を作成し Youden index が最も高い検体の発現量をカ
ットオフ値に設定し、各々について判別分析にて浸潤性診断を行った（図 5、表 7-8）。
また、４遺伝子による浸潤性診断も行った。遺伝子診断結果と病理組織学的診断結果
を比較したところ、Cav-1 のみで正診率は 78.79%、MMP14 のみで 75.76%、uPA のみ
で 79.17%、TEM8 のみで 72.09%であった。4 遺伝子による判別分析では正診率が
86.11%であった。 
 
図 5. Cav-1、MMP14、TEM8、uPA 各遺伝子の ROC 曲線 
 
表 7. Cav-1、MMP14、TEM8、uPA の Youden index によるカットオフ値 
 
 
 
遺伝子名 カットオフ値
Cav-1 0.51
MMP14 0.78
TEM8(×10-3) 0.65
uPA(×10-3) 2.31
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T
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表 8. Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 単独および 4 遺伝子での浸潤性診断精度の比較 
 
各遺伝子において ROC 曲線を作成し、Youden index が最も高い検体の発現量をカッ
トオフ値に設定した。 (A) Cav-1、(B) MMP14、(C) uPA、(D) TEM8、(E) Cav-1、MMP14、
uPA および TEM8 における判別分析を用いた浸潤性診断。 
 
［5］ 予後追跡調査と Cav-1、MMP14、uPA および TEM8 遺伝子発現の比較 
 CMT 組織検体 25 症例に関して、予後追跡調査を行った。各遺伝子の ROC 曲線し、
Youden index が最も高い検体の発現量をカットオフ値とした。１つもしくは複数の遺
伝子においてカットオフ値よりも高い発現がある症例では、予後不良および悪性度の
高い腫瘍の傾向が見られた(表 9)。 
 
 
A B
非浸潤性 浸潤性 計 非浸潤性 浸潤性 計
40 5 45 40 5 45
9 12 21 11 10 21
49 17 66 51 15 66
感度
特異
度 陽性的中
率
陰
生
的中
率
正診
率
感度
特異
度 陽性的中
率
陰
生
的中
率
正診
率
70.6% 81.6% 57.1% 88.9% 78.8% 66.7% 78.4% 47.6% 88.9% 75.8%
C D
非浸潤性 浸潤性 計 非浸潤性 浸潤性 計
35 0 35 23 4 27
10 3 13 8 8 16
45 3 48 31 12 43
感度
特異
度 陽性的中
率
陰
生
的中
率
正診
率
感度
特異
度 陽性的中
率
陰
生
的中
率
正診
率
100.0% 77.8% 23.1% 100.0% 79.2% 66.7% 74.2% 50.0% 85.2% 72.1%
E
非浸潤性 浸潤性 計
24 2 26
3 7 10
27 9 36
感度
特異
度 陽性的中
率
陰
生
的中
率
正診
率
77.8% 88.9% 70.0% 92.3% 86.1%
計
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計 計
計 計
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Cav-1+MMP14+uPA+TEM8
遺伝子診断
非浸潤性
浸潤性
遺伝子診断
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組織学診断
Cav-1 MMP14
uPA TEM8
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表 9. 腫瘍性状、Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 遺伝子発現量と予後の比較 
 
各遺伝子において ROC 曲線を作成し、Youden index が最も高い検体の発現量をカッ
トオフ値に設定した。 
 
4. 考察 
 本章では、CMT 株化細胞を用いて悪性化メカニズムに関する分子機構の解明およ
び、正常犬と CMT 組織検体における遺伝子発現と病理組織学的悪性度との関連性を
評価した。CMT における悪性度の評価として、ヒト乳癌において転移、浸潤機構に
関与するとされる Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、および TEM-8 について発現解析を行
った。 
Cav-1 は、細胞形質膜上に認められるカベオラの主要構成膜タンパク質 Caveolin の
形成に関わる遺伝子である[11]。カベオラはスフィンゴ脂質と、コレステロールに富
CAV-1 MMP14 TEM8(×10-3) uPA(×10-3)
1 良性混合腫
瘍
非転移
生
0.23 0.18 0.13 0.00 再発
3 複合腺癌 非転移
生
0.03 0.41 - -
生
存
8 複合腺腫 非転移
生
0.05 0.45 1.91 0.01 再発
11 良性混合腫
瘍
非転移
生
0.02 0.35 0.24 0.29
生
存
13 複合腺腫 非転移
生
0.33 0.31 4.11 0.06
生
存
18 単純腺腫 非転移
生
0.31 0.21 1.82 0.04
生
存
20 複合腺腫 非転移
生
0.10 0.69 2.51 0.01
生
存
21 複合腺腫 非転移
生
0.04 0.36 0.11 0.10
生
存
22 単純腺癌 非転移
生
0.12 0.50 - -
生
存
23 良性混合腫
瘍
非転移
生
0.02 0.20 0.26 0.02
生
存
25 単純腺腫 非転移
生
0.34 0.59 0.32 0.71 再発
26 複合腺癌 非転移
生
0.14 0.78 0.03 0.43 再発
27 複合腺腫 非転移
生
0.10 0.75 10.42 0.34
生
存
49 複合腺癌 非転移
生
- - - 2.06
生
存
51 複合腺癌 転移
生
- - - 22.06 転移・死亡
53 単純腺癌 転移
生
0.24 0.10 5.81 - 転移
54 単純腺癌 転移
生
0.99 0.49 0.15 - 転移・死亡
55 癌肉腫 転移
生
0.97 1.05 0.20 -
生
存
56 単純腺癌 転移
生
1.41 0.33 - 0.24 転移・死亡
57 複合腺癌 転移
生
2.68 1.01 0.01 1.44
生
存
58 単純腺癌 転移
生
0.51 0.10 21.36 102.70 転移・死亡 遺伝子名 カットオフ値
59 単純腺癌 転移
生
2.24 0.18 3.33 - 転移・死亡 Cav-1 0.51
60 骨肉腫 転移
生
1.27 8.94 5.44 - 転移・死亡 MMP14 0.78
62 単純腺癌 転移
生
0.69 1.90 5.29 - 再発・転移 TEM8(×10-3) 0.65
63 単純腺癌 転移
生
0.03 0.36 - 0.11 再発 uPA(×10-3) 2.31
No. 腫
瘍
性
状
予後
遺伝子発
現
量
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む膜ドメインであり、細胞内のシグナル伝達、コレステロール輸送、細胞外小胞の取
り込みを担うフラスコ状の窪みである[68]。Cav-1 は、脂肪細胞、内皮細胞、繊維芽
細胞、平滑筋など多くの細胞や組織に発現している[33,81]。カベオラ形成には Cav-1、
Cavin-1 が働き、その分布比によりカベオラの形成の有無、カベオラの窪みの深さが
異なる[100,102]。近年、ヒトの浸潤性膵管癌[34]、食道扁平上皮癌[2]、肺腺癌[100,102]、
乳癌[71,78,89,101]など様々な癌において Cav-1 発現亢進が、癌の転移性及び予後悪性
化や抗がん剤への耐性獲得に関与すると報告されている。 
 ヒト転移性乳腺腫瘍では、細胞膜腹側底部に細胞外基質分解活性を持つ
Invadopodia を形成し転移、浸潤がおこると考えられている[98,99]。Invadopodia は、
N-WASP、Arp2/3、Cortactin、Cofilin、Cav-1 や F-actin 等の蛋白質がその形成に関与し
ていると考えられている。また、Cav-1 による Invadopodia への MMP14 の局在変化、
輸送により細胞外基質分解活性を獲得し、転移、浸潤すると言われ、Cav-1 と MMP14
は、腫瘍の転移能獲得に重要な役割を担っている[98,99]。ヒトの浸潤性乳癌細胞にお
いて、Cav-1 発現依存的に浸潤突起の形成がおこり、Cav-1 の発現抑制により浸潤突
起の伸長が抑制されたと報告がある[98,99]。しかし、未だその詳細な分子機序は明ら
かになっていない。 
CMT において、免疫組織化学染色(IHC)により悪性腫瘍において Cav-1 の高発現が
みられ、低発現症例と比較し生存率が低下すると報告されている[1,70,105]。本研究に
おいても、転移性 CMT における Invadopodia の形成と、悪性および浸潤性 CMT にお
ける Cav-1 遺伝子の高発現が確認され、タンパクレベルのみならず、遺伝子レベルで
の変化も確認された。 
 uPA はプラスミノーゲンを加水分解し、プラスミンへと変換、活性化するセリンプ
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ロテアーゼである。uPA、uPA receptor および、そのインヒビターである PAI-1 により
uPA システムを構成し発現制御を行なっている[24,26]。uPA の前駆物質である pro-uPA
は内皮細胞、筋細胞など様々な細胞で生産され、正常では血中に微量（～１
ng/mlor20pM ほど）しか存在しない。しかし、癌細胞において pro-uPA が過剰に産生・
分泌されると、癌細胞の浸潤・転移を促進し、予後悪化や生存率の低下を引き起こす
[24,26]。人において uPA の発現は、乳癌[97]、胃癌[55,66]、膵臓癌[8]、肺癌[59]、大
腸癌[73,80]、卵巣癌[13,92]など様々な腫瘍で悪性度との関連が報告されている。uPA
や PAI-1 は新たな腫瘍マーカーとして注目を集め、2007 年 12 月には米国臨床腫瘍学
会(ASCO)がヒト乳腺腫瘍における新規腫瘍マーカーに推奨するなど、近年最も注目
を浴びる因子となり、ヒト乳腺腫瘍患者では ELISA 法による検査が行われ始めてい
る[3,21]。人の悪性乳腺腫瘍では、pro-uPA が PAI-1 の阻害能力以上に過剰に産生、分
泌され、細胞膜表面に存在する uPAR に結合することで、活性型の uPA が増加する。
uPA の増加により、細胞内シグナル伝達を行うビトロネクチンやインテグリンと結合
可能となり、これらを介して細胞の浸潤、転移が増強される。また、uPA は血液中に
存在するプラスミノーゲンを加水分解してプラスミンへと変換し、MMPs や細胞成長
因子の活性化、細胞外基質の再構築などを引き起こし、細胞の遊走、浸潤、また血管
新生、細胞接着などを誘発している[12,24-26,29,48]。 
 CMT では、IHC により uPA 高発現腫瘍において予後不良傾向になるとの報告があ
る[76,77]。本研究においても、uPA 遺伝子の高発現は、CMT 細胞の浸潤性能の獲得お
よび、悪性化への関与が示唆された。 
Tem8 は 564 のアミノ酸から構成され、細胞外領域に von Willebrand 因子 A 型領域
を含むインテグリン様の細胞表面蛋白質である。二つ存在する炭疽毒素受容体
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(ANTXR)のうちの一つであり、もう一方の炭疽毒素受容体である CMG2(ANTXR2)
とは 58％のアミノ酸が相同している[5,79]。Tem8 は腫瘍血管内皮細胞で過剰に発現し
て腫瘍血管構造を形成していると考えられているが、正常成体組織ではほとんど発現
しておらず、その生理的機能ははっきりとわかっていない[10]。2000 年にヒト結腸癌
にて初めて発見され、乳腺腫瘍[20]、食道癌[82]、肺癌[82]、膀胱癌[57]、胆嚢癌[82]
やマウスメラノーマ[19]など様々な腫瘍との関連性が報告されている。腫瘍組織にお
いて、Tem8 はⅠ型およびⅥ型コラーゲンと結合し、細胞外マトリックスとの相互作用
を制御することにより腫瘍内皮細胞の接着・遊走を刺激して、腫瘍血管新生を促進す
る[18,36,65]。一方、非腫瘍組織においては、成長に伴う血管新生や創傷治癒など生理
的な反応では発現しない。また、Tem8 ノックアウトマウスでは、メラノーマ、乳腺
腫瘍、肺癌、結腸癌など様々な癌の成長が抑制され、生存率が増加する[15,19]。この
ため、Tem8 を標的とした抗体療法も注目されはじめている。Tem8 は、腫瘍血管内皮
細胞の遊走、腫瘍血管新生促進などを誘発しており、腫瘍特異的に発現が高い因子と
いわれている。本研究においてもヒト乳癌での報告同様に、CMT にいても TEM8 高
発現は腫瘍の悪性度ならびに予後悪性化との相関が確認された。 
 CMT 細胞株を用いた遺伝子発現解析において、悪性度の高い株化細胞である
MCO-Y4、CIP-M、CTB-P、RCM-SA では１つもしくは複数の CMT 診断マーカー候補
遺伝子の高発現が確認された。一方、イヌ正常乳腺組織および、ヌードマウス移植実
験にて生着が認められなかった株化細胞の RCM-SA では、全ての遺伝子で低発現を
示していた。ヒト乳癌同様、CMT においても Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、および
TEM-8 遺伝子発現は、悪性度評価の指標になることが示唆された。MMP14 の発現は、
各細胞間での差が認められたものの、CMT 組織検体と比較し低かった。これは、株
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化細胞はシャーレ上での生育であり、生体とは異なり細胞外基質が存在しておらず、
発現が低い状態にあったと考えられる。今後は、培養時に細胞外基質を添加し、発現
解析を再検討する必要がある。 
 次に、CMT 株化細胞を用いて Cav-1 および uPA による浸潤機構の解析を行った。
Cav-1 は細胞外基質分解活性を持ち腫瘍細胞の転移、浸潤機構に関与する Invadopodia
形成および、その分解活性を担う MMP14 の輸送や局在を制御している。悪性 CMT
における Cav-1 および MMP14 の発現と Invadopodia 形成の関連を調べる為に、
Invadopodia assay を行った。Invadopodia assay において、非転移性ヒト乳腺腫瘍細胞
株である MCF-7 では、細胞内部での Cav-1 発現、並びに浸潤突起形成とゼラチン分
解は認められなかった。一方、転移浸潤能の高いとされるヒト乳腺腫瘍細胞株
MDA-MB-231、また、qRT-PCR において Cav-1 および MMP14 の発現が高かったイヌ
乳腺骨肉腫細胞株 MCO-Y4、CMT 細胞株 CIP-M において、細胞内部での Cav-1 と
MMP14 の発現が観察され、Invadopodia 形成とゼラチン分解が認められた。以上のこ
とから、CMT 細胞株における Invadopodia 形成、浸潤能獲得に Cav-1 および MMP14
の関与が示唆された。ヒト乳腺腫瘍において、Invadopodia 形成部分では Cav-1 と
MMP14 が共発現しており、Cav-1 が MMP14 の細胞膜への輸送、局在の調節をしてい
ると報告されている。本実験においても、Cav-1 と MMP14 共発現が認められた。そ
の局在としては、細胞腹側底部の Invadopodia 膜表面には Cav-1 が高発現しており、
Cav-1発現部位に接する細胞内側にMMP14の発現が認められた。このことから、Cav-1
は Invadopodia 膜表面を形成し、細胞外基質を分解し伸長する際に MMP14 の局在を
細胞膜表面へと移動させ、Invadopodia が細胞外基質分解能を獲得すると考えられる。 
 ヒト転移性乳腺腫瘍において Invadopodia は、細胞骨格の形成に関与するアクチ
 31
ン重合タンパク質である N-WASP、Arp2/3、Cortactin、Cofilin、F-actin により、安定
化されると考えられている。一方、Cav-1 と MMP14 は、腫瘍の転移能獲得に重要な
役割を担っている[98,99]。本研究において、CMT においても Cav-1 と MMP14 は、腫
瘍の転移能獲得に重要な役割を担っていることが示唆された。 
 uPA と細胞浸潤能の関連性を調べるため、Invasion assay による解析を行った。
qRT-PCR にて uPA 高発現を示した MDA-MB-231 および RCM-SA では、uPA 発現量に
比例し浸潤細胞数も多かった。一方、uPA 低発現細胞株である MCF-7 および RCM-Mc
では浸潤細胞数も少なかった。以上のことから、uPA は細胞浸潤の誘導に関連する因
子であることが示唆された。また、Invadopodia 形成に重要な役割を果たす Cav-1 と、
uPA 及び uPAR が共発現しているという報告もある[90]。Cav-1、uPA および uPAR は
細胞膜のカベオラ分画に共発現し、細胞外基質分解に関与する MMPs の活性を促進し、
癌の浸潤・転移を引き起こしていると考えられる。uPA と浸潤能の評価試験において、
ユリナスタチンによる uPA 阻害実験が多く行われている。ユリナスタチンは人の医療
において急性及び慢性再発性膵炎やショック症状の改善などに使用されているが、最
近 uPA 阻害物質として注目されている薬剤である。ユリナスタチン単独の作用で、細
胞の浸潤、増殖の抑制とアポトーシス促進が報告されているが効果は弱い。しかし、
ユリナスタチンと抗がん剤を併用することで細胞増殖の顕著な抑制、アポトーシスの
誘起などが強く引き起こされるため、臨床応用への期待が持たれている[84,91,103]。
uPA の詳細なメカニズムがわかっていないため、詳細な uPA 発現解析は、獣医療にお
けるより的確な治療の選択に役立つと考えられる。 
 CMT 組織検体における遺伝子発現解析と病理組織学的診断との評価において、
Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、TEM8 の発現は正常乳腺組織と比較し、悪性 CMT 組織
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検体において有意に高い発現を示した。その内 uPA では良性腫瘍に比べ、悪性腫瘍に
おいて有意に高い発現を示しており、良性悪性診断評価マーカーとなることが示唆さ
れた。さらに、Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 の４遺伝子では、浸潤性腫瘍において有
意に高い発現を示していた。一方、ヒト乳癌における有用な遺伝子マーカーと報告さ
れている PAI-1 は、本研究において CMT 組織検体での有用なマーカー遺伝子との評
価には至らなかった。ヒト乳癌において PAI-1 は、非浸潤性乳管癌（DCIS）など早期
ステージでの高発現を示し、癌の進行、悪性化に関与すると言われている[42]。しか
し、獣医療において腫瘍はすでに進行した状態で発見される事が多い。そのため、癌
細胞より放出された過剰な uPA および pro-uPA を阻害するために結合し、不足した状
態になっていると考えられる。PAI-1 の発現解析は、より早期ステージでの再検討が
必要である。 
判別分析において、Cav-1 のみで正診率は 78.79%、MMP14 のみで 75.76%、uPA の
みで 79.17%、TEM8 のみで 72.09%であった。4 遺伝子による判別分析では正診率が
86.11%と複数の遺伝子による解析により、より正確な診断が可能になることがわかっ
た。腫瘍の転移、浸潤機構は複雑であり、1 遺伝子による評価では正確な診断は不可
能である。有用な複数の遺伝子を組み合わせた評価により、より正確な診断が可能と
なることがわかった。しかし、本研究における判別分析では、病理組織学的診断を元
に行っており、採材が癌の初期ステージで行っている場合、組織切片の切り方、部位
や枚数によっては、悪性および浸潤性腫瘍であっても、良性および非浸潤性腫瘍と診
断されている可能性も考えられる。組織よりも早期に変化が確認可能な遺伝子発現を
基準に診断する事で、より高い診断率がえられると考えられる。予後追跡調査結果と
悪性度の高い CMT 組織検体で高発現していた Cav-1、MMP14、uPA および TEM8 遺
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伝子発現比較の結果、悪性腫瘍において、マーカー候補遺伝子の高発現傾向にあった。
また、予後不良となった症例では、１つ（No.8、26、51、54、56）ないし、複数（No.53、
55、58、59、60、62）の候補マーカー遺伝子にて高発現が認められた。判別分析およ
び予後評価の中で、病理組織学的診断、遺伝子診断と予後の一致しない症例がある。
ヒトの様々な癌においても、病理診断と予後が一致しないことが問題となっている。
また、病理診断医ごとに診断が異なることも少なくないという。遺伝子レベルでの解
析を行うことは、組織に変化がおこる前段階での状態をとらえることができ、腫瘍の
悪性度、再発リスク、症例の予後予測までの評価が可能となる。本研究では、最長で
２年間の追跡調査しかできていない。有用なマーカー遺伝子の探索には、より長期間
での予後追跡調査が必要である。 
 
5. 小活 
本章において、以下の事が明らかとなった。 
1） CMT 株化細胞における遺伝子発現解析により、Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、お
よびTEM8はCMTにおける悪性度評価の候補遺伝子となる可能性が示唆された。 
2） CMT 株化細胞による浸潤能試験により、CMT における Cav-1、MMP14 発現と
Invadopodia 形成による浸潤能獲得と、uPA 発現と浸潤能獲得の関連が示唆された。 
3） CMT 組織検体における遺伝子発現解析と病理組織学的診断の比較および予後調
査により、Cav-1、MMP14、uPA、および TEM8 は、CMT の悪性化および予後予
測マーカー遺伝子として有用である事、また複数の遺伝子による評価が正確な診
断につながる事が示された。  
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第Ⅱ章 イヌ血漿由来エクソソームを用いた血管肉腫特異的 miRNA の同定 
 
1. 序文 
 イヌの脾臓にできる腫瘤のうち、2/3 が悪性腫瘍であり、さらにそのうちの 2/3 は
血管肉腫(HSA)である。HSA はリンパ性にも血行性にも転移しやすく、悪性度が非常
に高い[7,17,49]。しかし、発生頻度が低いため、予後改善の基礎となるデータが集ま
りにくく、明確な予後因子や効果的な治療法・診療方針が評価、確立されていないの
が現状である。イヌ HSA は、9-11 歳の大型犬に高発し、腹部膨満や貧血などの臨床
症状に気がつき来院した際には、既に腫瘍が遠隔転移していることが多く、予後は極
めて不良である[7,17,49]。エコー検査後に、外科手術による腫瘍部位の摘出が第一選
択とされているが、検査時に脾臓破裂などにより死亡する症例もある。高齢での手術
では麻酔のリスクに対して不安を抱く飼い主も多い。また確定診断は病理診断によっ
て行われ、術前に良性腫瘍である血管腫や、血腫・過形成性結節など他疾患との鑑別
は困難である。明確な予後因子や効果的な治療法、診療方針の確立、評価がされてお
らず、微量血液サンプルによる早期発見・早期診断が出来る方法の確立が望まれてい
る。 
 近年、細胞から分泌される膜小胞であるエクソソームが新たな細胞間コミュニケー
ション機構として注目されている[75]。エクソソームは 1977 年に Ronquist らに発見
され[74,96]、1987 年に John stone らがヒツジ網状赤血球から分泌された小胞をエクソ
ソームと命名した事から始まる[40,74]。エクソソームは直径 30-150nm の脂質二重膜
で覆われた膜小胞であり、血液・尿・精液・羊水・唾液などの体液に含まれ[74]、蛋
白質、mRNA、miRNA を内包し[74,96]、細胞間を移動することで細胞間コミュニケー
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ションを担っている[44,46,52,75]。miRNA は約 20 塩基の蛋白質に翻訳されない小分
子 RNA であり、細胞内において標的とする mRNA の 3’非翻訳領域に配列相補的に結
合し、その標的遺伝子の発現を抑制する。様々な生理現象や癌をはじめとする疾患に
深く関わっており、生理現象や疾患特異的にその発現量が変化する[50]。癌において
は、癌抑制性の miRNA[74,96]と癌促進性の miRNA[74,75,96]の存在が知られ、癌促進
性の miRNA を含むエクソソームは、細胞間コミュニケーションにより癌細胞増殖の
ための微小環境形成や、前転移ニッチ（原発巣から転移先臓器へ転移しやすい環境）
をあらかじめ構成する役割を持っている[69]。またエクソソームに内包されることで、
血中の RNA 分解酵素による RNA 分解から守られていることから、エクソソーム内包
物やエクソソーム分泌量が疾患や、その特徴を反映していると言われている。このよ
うな特徴から、エクソソームとその内包物質による疾患の検出や診断に期待が寄せら
れている[50,52,95]。 
 ヒト医療において、癌の診断には内視鏡や FNB によって腫瘍組織を採取する方法
に代えて、血液、尿、唾液などの体液サンプルを用いたリキッドバイオプシーによる
診断の研究開発が進められている。リキッドバイオプシーは、より低侵襲性であり、
組織の採材に比べ再生検も容易であるため、治療効果や腫瘍の進行具合などの経過観
察も行う事が可能である[23,35,38]。 
 獣医療分野において、より侵襲性が低く微量サンプルで行えるリキッドバイオプシ
ーによる早期診断系の確立が強く望まれる。イヌ HSA は早期発見が困難で、効果的
な治療法が未確立である。また臨床症状で好発部位の脾臓から遠隔転移を起こしてい
る可能性があり、確定診断は病理診断によるため、術前に他疾患との鑑別は出来ない。
そのため健康診断時に血液での癌検出が可能になれば、動物の QOL 向上に貢献でき
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る。また HSA はヒトでも発症するため、獣医療での研究結果をヒトの医療へ活かす
事が可能である。 
 本研究では血中エクソソーム検体より、HSA 特異的に発現量が増加する miRNA を
同定し、早期 HSA 診断マーカーとしての有用性を検証した。 
 
2. 材料と方法 
1） 供試血漿サンプル 
 本学伴侶動物医療分野・伴侶動物内化学教室より提供の正常 4 検体、イヌ HSA14 検
体、リンパ腫 7 検体、メラノーマ検体 7 および、CMT5 検体の血漿を用いた。 
 
2） マイクロアレイ解析 
 正常犬 2 検体と HSA 罹患犬 2 検体の血漿をそれぞれ 1ml ずつ採取した。血漿からの
tRNA 抽出並びにマイクロアレイ解析は EXIQON 社に委託した。マイクロアレイ解析
後、クラスター解析によりスクリーニングを行い、既存のイヌ miRNA データベース
を基に HSA 特異的な miRNA の候補因子を選定した。 
 
3） 血漿検体からのエクソソーム抽出 
 本学伴侶動物医療分野・獣医内化学教室より提供の HSA、リンパ腫、メラノーマお
よび CMT 罹患犬血漿サンプルを用いた。コントロールとして、本学所有実習犬の血
漿サンプルを用いた。血漿サンプルを撹拌し、2000×g、30 分で遠心した。上清 200μl
を 1.5ml エッペンに移し、Total Exosome Isolation from plasma (Life technologies)を用い
てエクソソーム抽出を行った。方法は kit の使用法に準拠して行った。エクソソーム
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ペレットを滅菌 PBS 200μl で再縣濁した。再縣濁溶液を超音波で 5 分、interval 0.5 分
で破砕(OprimaTM Ultracentrifuge)し、エクソソーム抽出溶液として cDNA 合成に使用し
た。 
 
4） Total RNA 抽出 
 血漿サンプルから抽出したエクソソーム溶液より、miRCURY RNA Isolation 
Kit-Biofluids (EXIQON)を用いて tRNA の抽出を行った。方法は kit の使用法に準拠し
て行い、RNase free water 50μl で溶出し、tRNA 溶液とした。 
 
5） cDNA 合成 
 cDNA 合成は抽出した tRNA 6μl を使用し、各々に miRCURY LNA TM Universal RT 
microRNA PCR Universal Synthesis Kit Ⅱ 8-64 rxns (EXIQON)の 5×Reaction Buffer 2μl、
RNase free water 1μl、Enzyme mix 1μl を加え 10μl とし、42℃60 分間、95℃5 分間にて、
cDNA を合成した。 
 
6） qRT-PCR による miRNA の定量 
 miRNA の発現定量を行うためにを用いて qRT−PCR を行った。qRT−PCR には
ExiLENT SYBR Green master mix (EXIQON)を使用した。プライマーは EXIQON 社よ
り各ターゲット miRNA の LNA™ PCR primer set を購入した（表 10）。miRNA は種を
超えて保存性が高いため、プライマーは共通に使用できることが多い。本実験で使用
したヒト用のプライマーセット(hsa)は、イヌでも相同な miRNA と確認できたものを
使用した。また cfa は、イヌ miRNA 用のプライマーであることを示す(表 10)。qRT-PCR
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は、THUNDERBRIRD TM SYBR® qPCR MIX (TOYOBO)を用い、CFX96TM Real-Time 
System (BIO-RAD)にて反応を行った。 
 
7） 比較 Ct 法(ΔΔCt 法)による miRNA の発現比較  
 各サンプルの miRNA の発現量は、ΔΔCt 法を用いて比較した。本研究においては、
マイクロアレイにおいて恒常的な発現を示した miR-191 を内在性コントロールとし
た。また、それぞれの遺伝子発現量解析において、各サンプル 3 回の Ct 値の平均を
「平均 Ct 値」とした。算出した「ターゲット遺伝子の平均 Ct 値」から「内在性コン
トロール遺伝子の平均 Ct 値」を引いた値を「ΔCt 値」とする。次に各因子について、
「疾患サンプルの ΔCt 値」から「正常サンプルの ΔCt 値」を引いた値を「ΔΔCt 値」
として算出した。求めた「ΔΔCt 値」を 2-の乗数項に代入した値(2-(ΔΔCt))を、正常サン
プルに対する各遺伝子発現量の相対比とした。 
 
8） 標的遺伝子の検索  
 マイクロアレイによって選定した候補因子のうち、qPCR で有意に高い発現を示し
た miR-551b-3p の標的遺伝子を、 
miRNA name Target sequence(5'-3')
LNA™ PCR primer set,
Product No.
hsa-miR-423-5p ugaggggcagagagcgagacuuu 205624
hsa-miR-451a aaaccguuaccauuacugaguu 204734
cfa-miR-503 uagcagcgggaacaguacug 2115385
hsa-miR-193b-5p cgggguuuugagggcgagauga 204065
hsa-miR-551b-3p gcgacccauacuugguuucag 204067
cfa-miR-191 caacggaaucccaaaagcagcu 205972
hsa-let-7e-5p ugagguaggagguuguauaguu 205711
表10　遺伝子発
現
解析に
用
いたmiRNAのprimer set product NO.
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(1) miRDB  (http://www.mirbase.org/index.shtml) 
(2) microRNA.org  (http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do) 
(3) Targetscan Human7.0  (http://www.targetscan.org/vert_71/)   
    の三種の異なるデータベースを基に検索した。 
 
9） プラスミドおよび miRNA mimic トランスフェクションと Dual luciferase assay 
（酪農学園大学 遺伝子組換え実験番号 170） 
 HEK293 細胞へ、ルシフェラーゼ遺伝子の下流に ZFP36 の 3’UTR を導入した ZFP36 
3’UTR psiCHECKTM-2Vector と共に miR-551b を Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Life 
Technologies) および Opti-MEM® I Reduced Serum Medium (Life technology)用いて 48
時間トランスフェクションを行った。コントロールとして、control siRNA mimics 
(QIAGEN)を用いた。トランスフェクション後、細胞を回収し、Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System (Promega)に従い、Dual luciferase assay を行った。測定には、
Luminescencer –JNR AB-2100 (ATTO Bio-INSTRUMENT)用いた。 
 
10）統計解析 
 HSA、リンパ腫、メラノーマおよび CMT の miRNA の発現解析はΔΔCt 法を用い、
Mann-Whitney U test にて統計解析を行った。 
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3. 結果 
1） 症例犬 33 頭の概要（表 11） 
 犬種の内訳、情報を表 11 にまとめた。には、チャウチャウ、ミニチュア・ダック
スフントが各５症例、ゴールデン・レトリバー、雑種が各 3 症例、フレンチ・ブルド
ック、ミニチュア・シュナウザー、柴犬、ウェルシュ・コーギー・ペンブロークが各
2 症例、ジャック・ラッセルテリア、トイ・プードル、ジャパニーズ・スピッツ、レ
オンベルガー、ミニチュア・ピンシャー、ヨークシャー・テリア、ビーグル、パピヨ
ンが各 1 症例だった。年齢は平均 12±3 歳（中央値：12 歳、範囲：7〜16 歳）だった。
性別は、未避妊雌 4 症例、避妊雌 6 症例、避妊不明雌 3 症例、未去勢雄 1 症例、去勢
雄 13 症例、去勢不明雄 6 症例であった。腫瘍の内訳は、HSA14 症例、リンパ腫 7 症
例、メラノーマ 7 症例、CMT５症例であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
犬
種
症
例数 性別
症
例数
ジャック・ラッセル・テリア 1 未避妊雌 4
トイ・プードル 1 避妊雌 6
ジャパニーズ・スッピツ 1 雌（ND） 3
レオンベルガー 1 未去勢雄 1
ミニチュア・ピンシャー 1 去勢雄 13
ヨークシャー・テリア 1 雄(ND) 6
スコティッシュ・テリア 1 腫
瘍
分類 検体数
ビーグル 1 血管肉腫 14
パピヨン 1 リンパ腫 7
フレンチ・ブルドッグ 2 メラノーマ 7
ミニチュア・シュナウザー 2 乳腺腫
瘍
5
柴
犬
2 年齢
ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 2 平均±SD 12±3 years
ゴールデン・レトリバー 3 中央値 12 years
雑種 3 範囲 7 to 16 years
チャウチャウ 5 SD:Standard Deviation
ミニチュア・ダックスフント 5
表11　
症
例
犬
の概要
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2） イヌ血漿中 miRNA の網羅的解析 
［1］ マイクロアレイ解析 (図 6) 
  正常犬血漿と HSA 罹患犬血漿各 1ml のサンプルそれぞれ 2 頭ずつから tRNA を
調整し、既存のイヌ miRNA データベースを基にしたマイクロアレイ解析を EXIQON
社に依頼し、それぞれの発現量の比較解析を行った。シグナル強度の分布を調べた結
果、正常犬血漿間での比較では、発現量が 2 倍以上違うものはほとんどなく、血漿中
の miRNA の含有量は個体間で大きな違いはないということが明らかとなった(図 6)。
次に正常犬血漿の平均値に対して HSA 罹患犬１と２における発現量の比較を行った
(図 6)。HSA 罹患犬の血漿では正常犬血漿平均値と比べて、2 倍以上に高い発現を示
すものが多いことが分かった。 
 
 
図 6. 正常犬血漿サンプルと HSA 罹患犬血漿サンプルにおける Fold change 
正常血漿、HSA 罹患犬血漿の miRNA 発現量を比較解析した結果である。 
A は、X 軸：正常血漿１、Y 軸：正常血漿 2 を比較した結果である。 
B は、X 軸：正常血漿１と 2 の平均値、Y 軸：HSA 罹患犬血漿１を比較した結果であ
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る。C は、X 軸：正常血漿１と 2 の平均値、Y 軸：HSA 罹患犬血漿 2 を比較した結果
である。赤線は Fold change の 2 倍と１/2 倍を示す。 
 
［2］ クラスタリング解析 
 HSA マーカー候補因子を絞り込むために、クラスタリング解析を行った。Fold 
change が２倍以上、データの信頼性 (シグナル強度[高いサンプルの値＞シグナルの中
央値×1.5]、重複スポットの再現性[%CV＜50])が確認できるものの中からマーカー候
補の絞り込みを行った。Dog miRNA データベースに対応している 264 種類の miRNA 
のクラスタリング解析の Heat map を作成した(図 7-A)。HSA 罹患犬血漿で遺伝子発現
量を示すシグナル強度の高いプローブを赤色、発現が低くシグナル強度が低いプロー
ブを緑色、中間を黒色で示した。正常犬血漿群と HSA 罹患犬血漿群において、明ら
かに発現量が異なる遺伝子群があり、正常群、HSA 群がそれぞれ互いに近いプロファ
イルを持っている部分があることがわかった。これらのデータから HSA 群で発現が
高くなる miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の
6 つの miRNA に絞って比較した（図 7-B）。正常群と HSA 群において、これらの６つ
の miRNA のシグナル強度の平均値を比較したところ、HSA 群で 1.1 倍から 7.2 倍に
発現が高くなっていることが明らかとなった。この 6 種の miRNA を診断候補マーカ
ーとした。 
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図 7. イヌ miRNA アレイデータのクラスタリング解析  
(A) Dog miRNA データベースに対応している miRNA のクラスタリング解析。 (B) 診
断マーカー候補miRNAにおける正常イヌ血漿とイヌHSA血漿での遺伝子発現量の比
較。遺伝子発現シグナルの強いものを赤で、低い物を緑で示す。 
 
3） 血液由来エクソソームに内包される HSA 診断候補マーカーmiRNA の定量解析 
 血液中の miRNA はエクソソームに多く含まれていることが知られている。特に、
ガン由来のエクソソーム中の miRNA は、ガンの診断に用いられている。そこで本研
究では、HSA、リンパ腫、メラノーマ及び CMT 血漿エクソソーム中の miR-503b、
miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の 6 種類の miRNA に関
して、qRT-PCR によるΔΔCt 法を用いて発現解析を行った。各 miRNA の Ct 値を標
準化するための内部標準として、マイクロアレイデータより発現変動が比較的少ない
miR-191 を使用した。正常犬の 2-ΔΔCt値を 1 として、 相対的に各 miRNA の発現比較
を行った。miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423 および、miR-451a では、各腫
瘍間において、有意な差は見られなかった（図 8）。また、miR-193b に関しては、CMT
においてやや高い発現傾向であったものの、有意な差は見られなかった(図 8)。一方、
Normal 1 Normal 2 HSA 2 HSA 1 Normal 1 Normal 2 HSA 2 HSA 1 
A B 
Cfa-miR-503 
Cfa-miR-193b 
Cfa-let-7e 
Cfa-miR-451a 
Cfa-miR-423 
Cfa-miR-551b 
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miR-551b では、HSA において、リンパ腫（＊＜0.05、図 8）、メラノーマ（＊＊＜0.01、
図 8）および、CMT(＊＊＜0.01、図 8)と比較して有意に高い発現が認められた。以上
より、miR-551b は HSA 特異的な診断マーカーとなる事が示唆された。 
 
 
図 8. 正常、HSA、リンパ腫、メラノーマおよび CMT 血漿におけるエクソソーム中
miRNA 発現解析 
miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a では、正常、HSA、メラノー
マおよび CMT での発現比較を、miR-551b は正常、HSA、リンパ腫、メラノーマお
よび CMT での発現比較を行った。各 miRNA の発現量は miR-191 にて補正した。 
統計解析は Mann-Whitney U test を行った。グラフの横線（－）は中央値を示す。＊：
＜0.05、＊＊：＜0.01。 
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4） miR-551b 標的遺伝子の検索 
［1］ miRNA データーベースにおける検索 
  qRT−PCR により、HSA で特異的に高発現を示した miR-551b が標的とする mRNA
を以下のデータベースにて検索した。 
A) miRDB (http://www.mirbase.org/index.shtml)   
B) Targetscan Human7.0 (http://www.targetscan.org/vert_71/)   
C) microRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do) 
その結果、miR-551b は Zinc Finger Protein 36 (別名；Tristetraprolin)、 CASP2、 
GALNTL6 などの遺伝子を標的としている可能性が高いことがわかった（表 12-A-C）。
この内、ZFP36 は使用したすべてのデータベースにおいて共通し、miR-551b の標的
遺伝子として信頼性が高いことがわかった。 
 
表 12. miRNA データベースにおける miR-551b の標的遺伝子の検索 
 
 
 
 
 
(A) 
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(A) miRDB ：Target score が 80 以上のもので信頼度が高い (B) Targetscan 
Human7.0 :Total context scoreが低い物で信頼度が高い (C) microRNA.org :mirSVR score
の低い物で信頼度が高い。 
(B) 
(C) 
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［2］ miR-551b と ZFP36-3’非翻訳領域での配列相同性検索 
 Targetscan Human7.0(http://www.targetscan.org/vert_71/) により miR-551b と ZFP36-3’
非翻訳領域との配列相同性を確認した。その結果、miR-551b は ZFP36-3’非翻訳領域
の 9 塩基と相同性を示すことがわかった(図 9)。 
 
図 9. ZFP36-3’非翻訳領域における miR-551b との相同配列 
 
［3］ プラスミドベクターを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 miR-551b が ZFP36-3’非翻訳領域に結合し、翻訳阻害を行うかを、HEK293 細胞を用
いてルシフェラーゼレポーターアッセイにより確認した。コントロールでのルシフェ
ラーゼ活性を 100％とし、測定したところ miR-551b mimic をトランスフェクションし
た細胞では、およそ 40％活性が落ちていた（図 10）。miR-551b は、ZFP36 の翻訳阻
害を行う可能性が示唆された。 
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図 10. ルシフェラーゼレポーターアッセイにおける相対活性 
Control での活性を 100%とし、miR-551b mimic トランスフェクション細胞とのルシフ
ェラーゼ活性を相対的に比較した。＊＊：＜0.01。 
 
5） HSA 症例における追跡調査 (表 13) 
 HSA 症例における臨床、病理組織学的診断結果、追跡調査および miR-551b 発現の
比較を行った。HSA 症例では、ほとんどが予後不良傾向にあり、miR-551b の発現も
高く、転移や DIC を伴う症例では正常と比較し、2 倍以上の発現を示す傾向が確認さ
れた。臨床的に HSA と診断されている症例（No.8、9、11、12）の内、No.11 では発
現が低かった。 
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    表 13. 追跡調査と miR-551b 発現 
 
 
4. 考察 
 本章では、イヌ HSA における新規バイオマーカーの探索を行った。イヌ HSA は、
血行性、リンパ性にも転移がおこりやすく、診断がついた段階で致死的な状態である
ことが多い。現状での診断方法としては、触診、X 線や超音波検査での検出であり、
確定診断は病理組織学的診断となっている[7,17,49]。このような状況下において、血
液等の微量サンプルを用いたリキッドバイオプシーによる早期診断方法の確立と普
及が急務である。 
 近年、リキッドバイオプシーによるバイオマーカーとして、体液中に存在し、細胞
間コミュニケーションに重要な役割を果たすエクソソームが注目されている
[44,46,52,75]。エクソソームは、細胞から放出される 30~150nm 程の膜小胞であり、血
液、尿、唾液、乳等のあらゆる体液中に存在し、タンパク質、mRNA、miRNA 等を
内包している[74,96]。エクソソーム内包物やエクソソーム分泌量は、様々な疾患やそ
の特徴を反映すると言われている。エクソソーム内包物である miRNA は、20 塩基程
No. 品種 性別 避妊・去勢 診断 予後 miR-551b
1 レオンベルガー ♀ 避妊 HSA(脾臓) - 1.89
2 雑種 ♂ 去勢 HSA(脾臓) リンパ節転移 1.57
3 ゴールデン・レトリバー ♂ 去勢 HSA(脾臓) DIC 2.36
4 ゴールデン・レトリバー ♂ 去勢 HSA(脾臓) 皮膚腫瘤 2.36
5 ヨークシャー・テリア ♂ 未去勢 HSA(脾臓) 肝転移 3.05
6 ミニチュアシュナウザー ♂ 去勢 HSA(脾臓) 全身転移 1.88
7 ミニチュアシュナウザー ♀ 避妊 HSA(脾臓) 仙骨、下腹リンパ節へ転移・死亡 0.76
8 スピッツ ♀ 避妊 臨床的HSA 転移・死亡 2.12
9 ウェルッシュコーギー ♀ - 臨床的HSA(心・脾臓) DIC 2.12
10 ビーグル ♂ 去勢 HSA(脾臓) - 11.62
11 ｼﾞｬｯｸ･ﾗｯｾﾙ･ﾃﾘｱ ♂ 去勢 臨床的HSA - 0.35
12 フレンチ・ブルドック ♂ - 臨床的HSA(心臓) - 7.47
13 雑種 ♂ 去勢 HSA(肝臓) 小腸転移 4.27
14 フレンチ・ブルドック ♂ 去勢 HSA(脾臓) 肺転移・DIC 3.73
 50
のタンパク質に翻訳されない小分子 RNA であり、mRNA の 3’末端に配列相補的に結
合し、ターゲット遺伝子の発現調節を行っている。腫瘍においては、抑制性 miRNA、
促進性 miRNA の存在が知られており、癌促進性 miRNA は腫瘍微小環境の形成、癌
悪性化、転移、浸潤機構に関与しており、早期診断方法の確立や治療技術への応用開
発が行われている[74,75,96]。miRNA を内包するエクソソームは、細胞間コミュニケ
ーションにより癌細胞増殖のための微小環境形成や、原発巣からの転移時には、転移
先臓器へ転移しやすい環境、前転移ニッチをあらかじめ構成する役割を持っており、
画像診断や現行の腫瘍マーカーで発見が困難な小さな腫瘍においても、早期に診断が
可能であると考えられている[69]。本研究では、診断が困難とされるイヌ HSA の早期
診断マーカーとして、エクソソーム内 miRNA に注目し、発現解析を行った。 
 本研究における正常犬および HSA 罹患犬でのマイクロアレイ解析の結果、
miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の 6 つの miRNA
において HSA 罹患犬での高発現が確認された。この 6 つの miRNA に関して、HSA
早期診断マーカーとして有用であるかを検討した。miR-503b、miR-193b、let-7e、
miR-423、miR-451a は、正常犬、HSA、メラノーマおよび、CMT 症例で、miR-551b
では、正常犬、HSA、リンパ腫、メラノーマおよび、CMT 症例における miRNA 発現
解析を行った。miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423 および、miR-451a では、各腫
瘍間での発現に優位な差は認められなかった。一方、miR-551b ではリンパ腫、メラ
ノーマ、CMT と比較し HSA にて有意に高い発現が認められ、miR-551b がイヌ HSA
特異的な診断マーカーとして有用である可能性が示唆された。しかし、比較検討を行
なった症例数が少ないため、今後比較症例数を増やすこと、また様々なグレードの腫
瘍での発現比較を行っていく必要がある。次に、miR-551b のターゲット mRNA を
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miRDB、Target scan、miRNAorg の 3 つのデータベースにて検索した。3 つのデータベ
ースにて共通して選出され、信頼性の高い ZFP36 に注目した。ZFP36 は、異常な血管
新生を促進し、腫瘍の悪性因子の一つとされる血管内皮成長因子(VEGF)などの成長
因子やサイトカイン等の調整に関与する。そこで、miR-551b が、細胞内で ZFP36-3’
非翻訳領域に結合し、翻訳を阻害するかを、ルシフェラーゼ遺伝子の 3’末端にZFP36-3’
非翻訳領域を組み込んだプラスミドベクターを用い、ルシフェラーゼレポーターアッ
セイを行った。ルシフェラーゼレポーターアッセイでは、miR-551b による ZFP36 の
優位な活性低下が確認された。miR-551b による ZFP36 の発現制御を行っている事が
示唆された。 
 現在、Homo Sapiens ではおよそ 2,600 種類の miRNA が発見されている。一方、本
研究のマイクロアレイで解析したイヌ miRNA は 264 種類である。これは解析当時の
既知イヌ miRNA の検出が可能なプローブの種類を反映したものであり、現在は 500
種類程同定されている。また、同じ哺乳類である Mus musculus に関しては 1,900 種
類以上の miRNA が報告されており、実際のイヌ miRNA の種類も現在報告されてい
る数の 5 倍近く存在する事が想定される。本研究でのマイクロアレイ解析ではスクリ
ーニングできなかった miRNA も数多く存在するため、今後検討する必要がある。ま
た、イヌ miRNA の報告数は依然として少ないため、次世代シークエンサーを用いた
全ゲノム解析が必要である。予後調査と miR-551b 発現の比較において、miR-551b 高
発現症例では、腫瘍の全身転移や播種性血管内凝固症候群(DIC)など重篤な臨床症状
が認められ、miR-551b は悪性度と相関が示唆される(表 10)。しかしながら、miR-551b
の高発現が血管肉腫細胞より放出されたエクソソーム内 miR-551b の発現量を直接反
映したものか、あるいは DIC などの二次的な反応を反映したものであるのか、今後充
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分な検討が必要である。 
 本研究において同定されたイヌ HSA 診断マーカーmiR-551b は、予後不良で再発率
の高い人急性骨髄性白血病マーカーとしての有用性が報告されている[22]。本研究に
おいて miR-551b の標的遺伝子として選択した ZFP36 は、A、U の多い配列 AREs に
結合し、すばやく mRNA の分解を行う役割を担っている[32]。サイトカインや増殖因
子をコードする mRNA には、その 3’非翻訳領域に AREs が高頻度に存在することが
知られ、この配列頻度と mRNA の不安定性とが相関することも報告されている。HSA
は、血管内皮細胞由来の間葉系悪性腫瘍と考えられており、VEGF がその病態に大き
く関与していると考えられている[72]。腫瘍細胞の増殖や浸潤、転移には VEGF のパ
ラクライン及びオートクラインによるシグナルが関与しており、HSA の組織において
も、VEGF や VEGF 受容体が高発現している[67]。ZFP36 は、VEGF などの成長因子
を強力に制御していることから、miR-551b による ZFP36 の発現抑制が、VEGF の作
用を間接的に増強することで、血管新生及び腫瘍細胞の増殖が促進されると考えられ
る。本研究では、miR-551b 高発現症例における ZFP36、VEGF の発現解析まで至らな
かった。実際に HSA 症例において、ZFP36、VEGF の発現低下を確認する必要がある。 
 miRNA による標的 mRNA の認識は配列特異的であるが、seed 配列がきわめて短い
事もあり、１種類の miRNA は複数の mRNA を標的とし、逆に 1 種類の mRNA は複
数の miRNA によって制御されている[4,51]。miR-551b は、CASP-2 などの遺伝子も標
的とする可能性が高い(表 10)。CASP-2 は、アポトーシス誘導の初期に働くイニシエ
ーター・カスパーゼの一種である[47]。miR-551b による CASP-2 の抑制作用は、腫瘍
細胞のアポトーシス回避などに働くことが考えられる。また、miRDB の検索により、
ZFP36 に関しても本研究で同定した miR-551b の他、miR-221 や miR-222 による発現
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の制御が行われている。HSA の新たな診断マーカーの探索、新たな治療ターゲット、
病態解明のためより詳細な解析を行う必要がある。 
 本研究では、病理組織学的診断および臨床的に HSA と診断された症例である。HSA
のみならず脾腫、肝腫瘍や DIC 症例との鑑別が行えるかを検討する必要がある。エク
ソソーム内包 miRNA は、腫瘍増殖に伴う微小環境の形成、前転移ニッチの構築を行
うことから、臨床症状が確認される以前、画像診断で発見が困難な小さな腫瘍におい
てもその発現に変化が見られると言われている[69]。よって、HSA 発症以前より定期
的なリキッドバイオプシーによる miRNA 発現解析を行い、どのステージから診断が
可能であるかを検討し、早期診断マーカーとしての有用性を確認していきたい。 
  
5. 小活 
本章において、以下の事が明らかとなった。 
1） 正常犬血漿とイヌ HSA 血漿におけるマイクロアレイ解析により、miR-503b、
miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の 6 つ遺伝子マーカー
候補が選出された。 
2） HSA、リンパ腫、メラノーマおよび CMT における miRNA 発現解析により、
miR-551b の HSA 診断マーカーとしての有用性が示唆された。 
3） miR-551b 標的遺伝子検索およびルシフェラーゼレポーターアッセイにより、
miR-551b の標的遺伝子として ZFP36 が同定された。 
4） miR-551b 発現と予後追跡調査より、miR-551b と予後悪性化の相関が確認された。 
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第Ⅲ章 乳腺腫瘍細胞での Cav-1 による悪性化メカニズムの解明 
 
1. 序文 
 細胞外小胞は、脂質膜からなる粒子で様々な細胞から分泌されており、新たな細胞
間コミュニケーションツールとして注目されている。細胞外小胞は、その産生細胞の
種類や粒子形、産生機構によりアポトーシス小体、マイクロベシクル、エクソソーム
に分類されるが、その中でも近年最も注目されているのがエクソソームである[75]。
エクソソームは、1977 年に Ronguist らによって発見され[74,96]、1987 年に John stone
らがヒツジ網状赤血球から分泌された小胞にその名をつけたことに始まる[40,74]。
2007 年に Yu らが、エクソソームに miRNA が内包されていることを報告して以降、
新たな知見が次々と報告された。エクソソームは、30~150nm の脂質 2 重層膜で覆わ
れた小胞であり、血液、尿、精液、羊水、唾液、乳などの体液に含まれている[74,96]。
また、タンパク質、mRNA、miRNA を内包し、細胞間コミュニケーションを担って
いる[74,96]。正常細胞における細胞間の情報伝達のみではなく、ガンの転移や免疫応
答など様々な生体内イベントにおいてエクソソームの関与が注目されている。その産
生細胞に由来する特徴を有するエクソソームが、疾患診断のためのバイオマーカーに
なりえるのではないかと期待されている[52,60]。さらに、内因性のデリバリーキャリ
アであるエクソソームは免疫原性がないこと、細胞毒性がない事などからも、ドラッ
クデリバリーシステム（DDS）として利用する試みも検討されている[83]。エクソソ
ームによる診断、治療、DDS への応用などの研究が進む一方、その形成、放出、取り
込み機構などの分子生物学的機構は、未だ不明な部分が多い。エクソソームによる細
胞間の情報伝達は疾患の進展に重要な役割を果たしており、エクソソーム細胞内移行
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の機構解明は細胞間コミュニケーションや疾患プロセスの解明に重要である。エクソ
ソームの細胞内移行の仕組みには、エンドサイトーシスの関与することが報告されて
いるが、詳細な仕組みの解明には至っていない。エンドサイトーシスには、ファゴサ
イトーシス、マクロピノサイトーシス、クラスリン依存性エンドサイトーシス、クラ
スリン非依存性エンドサイトーシス、およびカベオリン依存性エンドサイトーシスが
ある[61,87]。癌細胞では、悪性化に関わる K-Ras 変異体が発現する事で、マクロピノ
サイトーシスを誘導し、癌細胞の増殖に必要な細胞外の栄養やエクソソームを効率的
に取り込むことが報告されているが[63]、カベオリン依存性エンドサイトーシスによ
るエクソソーム取り込み機構への関与が示唆されているものの、未だ詳細は不明であ
る[64,85]。 
 Cav-1 は、細胞形質膜上に認められるカベオラの主要構成膜タンパク質 Caveolin の
形成に関わる遺伝子である[11]。カベオラはスフィンゴ脂質と、コレステロールに富
む膜ドメインであり、細胞内のシグナル伝達、コレステロール輸送、細胞外小胞の取
り込みを担うフラスコ状の窪みである[11]。第１章では、Cav-1 発現解析により浸潤
性 CMT における遺伝子マーカーとしての有用性と、ヒト浸潤性乳腺腫瘍細胞株およ
び浸潤性 CMT 細胞株での Invadopodia 形成の関与が示唆された。本章では、Cav-1 の
腫瘍細胞における機能解明を目的として、Cav-1 発現と遊走能の変化および、カベオ
ラ依存性エンドサイトーシスによるエクソソーム取り込みの関連を調べた。 
 
2. 材料と方法 
1） 細胞培養 
 ヒト乳腺腫瘍細胞である MDA-MB-231 を使用した。細胞は Penicillin Streptomycin
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（Gibco）・GlutaMAX（Gibco）・10%牛胎児血清（10%FBS）（Gibco）・8%NaHCO3 を
添加したダルベッコ変法イーグル培地（DMEM 培地）（日水製薬）を使用し、37℃、
5%CO2 インキュベータで培養した。 
 
2） RNA 干渉 
 RNA 干渉には、Stealth select RNA interference for cav1 (Invitrogen:HSS141466)、ネガテ
ィブコントロールには、Stealth RNAi™ siRNA Negative Control Lo GC Duplex #2(Thermo 
Fisher)を使用した。70%コンフレント細胞へ、Lipofectamine® RNAiMAX Transfection 
Reagent (Invitrogen)および Opti-MEM® Medium(Thermo Fisher)を用いて、siRNA をトラ
ンスフェクションした。操作は Lipofectamine® RNAiMAX Transfection Reagent に従い、
37℃・5%CO2 条件下で 48 時間培養した。 
 
3） Western blotting 
 サンプル 17.6μl と非還元型サンプルバッファー4.4μl を混和し、1 レーンあたり 20μl
を、10%濃度ゲル、300V・10mA・120 分の条件で SDS-PAGE を行った。その後、セ
ミドライブロッティング装置を用いて、300V・92mA・50 分の条件で PVDF 膜
（Millipore :ISEQ00010）への転写を行った。ブロッキングを目的として、PVDF 膜を
3%スキムミルクで室温・1 時間振盪を行った。その後、洗浄用 PBS で室温・15 分間
振盪を行った。この洗浄工程を 2 回繰り返し行った。 
 一次抗体として、Cav-1 ab18199（abcam）、エクソソーム表面蛋白質として認知され
ている CD9 ALB6（Santa Cruz Biotechnology）、内部標準として GAPDH FL-335(Santa 
Cruz Biotechnology)を使用した。室温で 1 分時間インキュベート後、洗浄用 PBS で室
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温にて 15 分間振盪を行った。この洗浄工程を 2 回繰り返し行った。二次抗体として、
Cav-1 は Anti-rabbit IgG170-6515（Bio Rad）、CD9 は Anti-Mouse IgG W4021（Promega）、
GAPDH は Anti-rabbit IgG170-6515（Bio Rad）を使用した(表 14)。室温・1 分時間イン
キュベートした後、洗浄用 PBS で室温・15 分間振盪を行った。この洗浄工程を 2 回
繰り返し行った。ECLTM Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を加え、
1 分間静置した後、EZ Capture Ⅱを使用し測定を行った。 
 
表 14. Western blotting に用いた抗体および希釈倍率 
Western blotting 抗体 
一次抗体 二次抗体 
Caveolin-1 抗 Caveolin-1 抗ラビット IgG 抗体 
希釈倍率 1：100（0.3%スキムミルク） 1：2500（0.3%スキムミルク）
CD9 抗 CD9 抗マウス IgG 抗体 
希釈倍率 1：500（0.3%スキムミルク） 1：500（0.3%スキムミルク）
GAPDH 
希釈倍率 
抗 GAPDH 
1：400（0.3%スキムミルク） 
抗ラビット IgG 抗体 
1：3000（0.3%スキムミルク）
 
4） Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)分析 
 qRT-PCRでは、第一章で用いたCav-1およびRPS19プライマーを用いた。検量線は、
Cav-1 を PST Blue-1 に組み込んだものを Template とし、108－102 コピーの希釈系列を
作り作製した。RPS19 の検量線は 108－103コピーの希釈系列を作り作成した。qPT-PCR
は、THUNDERBIRP™SYBR®qPCRMix(TOYOBO)と iQ5/MyiQ Single-Color(Bio-Rad 
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Laboratories Inc., Hercules,CA,USA)を用いた。 
 
5） Wound healing assay 
 コンフルエントに達した細胞の一部を、1000μl チップの先端を用いて細胞を剥がし
た。細胞を剥がした直後を 0 時間とし、0 時間、８時間、２４時間での細胞の動きを
光学顕微鏡下で観察した。 
 
6） 培養上清からのエクソソーム分離 
 コンフルエントに達した MDA-MB-231 を PBS で 3 回洗浄した後、10%FBS 不含の
DMEM 培地に切り替え、37℃・5%CO2 条件下で 48 時間培養した。その後、培養上清
を回収し、細胞片や多胞体の除去を目的として、段階的に 4℃・300×g・10 分、4℃・
2,000×g・20 分の条件で遠心を行い、上清を Millex-GV 0.22μm フィルタ （ーMillipore）
に通した。上清を OptimaTMMAX-E Ultracentrifuge（BECKMAN COULTER）にて 4℃・
210,000×g・60 分の条件で超遠心し、上清を除去後、ペレットを PBS で再懸濁した。
洗浄を目的とし、同様に 4℃・210,000×g・60 分の条件で超遠心し、上清を除去後、
適量の PBS で懸濁したものをエクソソーム溶液とした。 
 
7） 生乳からのエクソソーム分離 
 生乳を 4℃・2,800rpm・15 分の条件で遠心し、脂を取り除いたものを脱脂乳とした。
脱脂乳を 37℃で 15 分間温浴した。1%volume の酢酸を添加し、転倒混和した後、室
温で 5 分間インキュベートした。その後、4℃・10,000×g・10 分の条件で遠心し、上
清を Millex-GV 0.22μm フィルターに通したものを乳清とした。乳清を
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OptimaTMMAX-E Ultracentrifuge にて 4℃・210,000×g・70 分の条件で超遠心し、上清を
除去後、ペレットを PBS で再懸濁した。洗浄を目的とし、同様に 4℃・210,000×g・
70 分の条件で超遠心し、ペレットを PBS で再懸濁した。この洗浄工程を 2 回繰り返
し行い、最終的に適量の PBS で懸濁した。夾雑蛋白質の除去を目的として、最終的
にペレットを PBS で懸濁したものを 4℃・10,000×g・５分の条件で遠心し、上清を新
たなマイクロチューブに移し、これをミルクエクソソーム分画とした（図 10）。 
 
図 10. ミルクエクソソームの分離手順 
 
 
8） 電子顕微鏡 
 超遠心により精製したサンプルを PBS にて 50 倍希釈した後、電子顕微鏡下でエク
ソソームの形態観察を行った。 
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9） エクソソーム標識 
 PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Kit（SIGMA）を使用した。同キット付属品であ
る Diluent C 1ml に対して PKH67 染色液 4μl を加え、4μM PKH67 溶液を作った。等
量のエクソソーム溶液に 4μM PKH67 溶液を混合し、室温で 5 分間インキュベートし
た。Amicon®Ultra 0.5ml 遠心式限外濾過フィルターユニット 100kDa（Millipore）に混
合溶液をアプライし、室温・14,000×g・2 分の条件で遠心し、素通り溶液を捨てた。
洗浄を目的として、アプライした混合溶液と等量の PBS を加え、室温・14,000×g・2
分の条件で遠心し、その後、素通り溶液を捨てた。この一連の洗浄作業を 4 回繰り返
し行った。再び等量の PBS をアプライし、フィルターを低蛋白質吸着チューブに逆
さにして室温・1,000×g・2 分の条件で遠心し、PKH67 により標識されたエクソソー
ム溶液を回収した。 
 
10）蛍光顕微鏡 
 35mm Glass Base Dish（IWAKI）に MDA-MB-231 細胞を播種し、37℃・5%CO2 条件
下で 48 時間前培養を行った。PBS で洗浄を行った後、10%FBS 不含の DMEM 培地に
切り替え、蛋白質量 10μg の標識済エクソソームを添加し、37℃・5%CO2 条件下で 6
時間培養を行った。PBS で 3 回洗浄を行った後、4%パラホルムアルデヒド（4%PFA）
を加え、室温で 5 分間固定処理を行った。PBS で 3 回洗浄を行った後、核染色を目
的として、NucBlue® Fixed cell Stain ReadyProbes TM reagent（Life technologies）を加え、
5 分間、室温でインキュベートした。PBS で 3 回洗浄を行った後、FSX100(OLYMPUS)
で観察を行った。 
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3. 結果 
1） Cav-1 KD による遊走能試験 
［1］ Stealth-RNAi による Cav-1 のノックダウン（KD） 
 ヒト転移性乳腺腫瘍細胞株である MDA-MB-231 を Stealth-RNAi を用いて、Cav-1
の KD を行った。KD はウエスタンブロット法によるタンパク発現量および qRT-PCR
法による遺伝子発現量によって確認した（図 11、12）。コントロールと比較し、Cav-1
タンパク並びに遺伝子発現は有意に低下した。 
 
図 11. ウエスタンブロット法による Cav-1 タンパク発現量の比較 
内部標準として、GAPDH を用いた。 
 
 
図 12. 定量的 PCR による Cav-1 遺伝子発現量の比較 
コントロールの発現を 100％とした。内部標準には RPS19 を用いた。 
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［2］ Wound healing assay による細胞遊走能評価 
 MDA-MB-231 細胞をシャーレにてコンフルエントまで培養し、一部をチップの先
端を用いて細胞をはがした。その後、光学顕微鏡下で 0 時間、8 時間、24 時間での細
胞の遊走能を観察した。Control と比較し、Cav-1 KD 細胞では遊走能が低下していた
(図 13)。 
 
図 13. Wound healing assay による細胞遊走能の比較試験 
70％コンフルエントの MDA-MB-231 細胞を用い、1000μl チップの先端を使用し細胞
を剥がした。剥がした直後を 0 時間とし、0 時間、8 時間後、24 時間後を光学顕微鏡
10×10 倍にて観察した。スケールバーは 100μm を示す。 
Control Cav-1 KD 
0h 
8h 
24h 
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2） Cav-1 KD によるエクソソーム量の変化 
 コントロール細胞と Cav-1 KD 細胞を培養し、培地上清中のエクソソーム量をウエ
スタンブロット法により比較した。エクソソームマーカーである CD9 のタンパク発
現量は、コントロール細胞と比較し、有意に上昇していた(図 14)。 
 
 
 
 
 
図 14. ウエスタンブロット法による培地上清中エクソソーム CD9 の発現比較 
 
3） 正常牛由来ミルクエクソソームの分離 
 正常牛由来ミルクエクソソームを、超遠心法を用いて回収した。回収したエクソソ  
ームは電子顕微鏡にて形態観察を行った。エクソソームと思われる直径 100nm 程の円 
形粒子が観察された(図 15)。 
 
 
 
 
 
図 15. 超遠心により精製したエクソソーム（黄矢印）の電子顕微鏡像。スケールバ
ーは 500nm を示す。 
27kDaCD9 
MDA-MB-231 Exosome
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4） MDA-MB-231 における Cav-1 発現とエクソソーム取り込み能解析 
 ヒト乳腺腫瘍細胞株である MDA-MB-231 において、PKH 標識正常牛由来ミルクエ
クソソームの取り込みが観察された。Cav-1 KD MDA-MB-231 においてもエクソソー
ムの取り込みが見られ、その取り込み量に有意な差は見られなかった(図 16)。 
 
図 16. ヒト乳腺腫瘍細胞株 MDA-MB-231 におけるエクソソーム取り込み像   
PKH-67 標識エクソソーム 10μg を添加し、37℃・5%CO2 条件下で 6 時間培養を行っ
た。その後、蛍光顕微鏡にて細胞へのエクソソーム取り込みを観察した。 
赤色は Cav-1、緑色は PKH-67 標識エクソソーム、青色は核を示す。スケールバー：
32μm 
 
4. 考察 
 本章では、Cav-1 の腫瘍細胞における機能解明を目的として、Cav-1 発現と遊走能
の変化および、カベオラ依存性エンドサイトーシスとエクソソーム取り込みの関連を
Control 
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調べた。 
 エクソソームは、重要な細胞間コミュニケーションツールである。癌細胞では、発
生場所や過剰な増殖能力により常に低酸素、低栄養状態となっており、その状況を打
開するため、癌細胞はエクソソームを介して血管内皮細胞を活性化し、血管新生が誘
導され、腫瘍の増大を促進する[86]。また、癌細胞が転移前に転移先の臓器へエクソ
ソームを介して前転移ニッチを形成する事で、癌細胞が転移しやすい環境を作ると言
われている[69]。このように癌細胞由来エクソソームは、癌微小環境形成に重要な役
割を持っている。一方、取り込み機構に関しては、エンドサイトーシス、膜融合など
により行われている事が報告されている。癌細胞では、悪性化に関わる K-Ras 変異体
が発現する事で、マクロピノサイトーシスを誘導し、癌細胞の増殖に必要な細胞外の
栄養やエクソソームを効率的に取り込むことが報告されているが[63]、カベオリン依
存性エンドサイトーシスによるエクソソーム取り込み機構への関与が示唆されてい
るものの、未だ詳細は不明である[64,85]。そこで本研究では、癌細胞におけるエクソ
ソームの取り込み制御、細胞間伝達機構の解明のため、カベオラ依存性エンドサイト
ーシスに着目した。 
Cav-1 は、細胞形質膜上に認められるカベオラの主要構成膜タンパク質 Caveolin の
形成に関わる遺伝子である[11]。カベオラはスフィンゴ脂質と、コレステロールに富
む膜ドメインであり、細胞遊走、細胞内のシグナル伝達、コレステロール輸送、細胞
外小胞の取り込みを担うフラスコ状の窪みである[11]。カベオラの主要構成膜タンパ
クである Cav-1 は、脂肪細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、平滑筋など多くの細胞や組織
に発現している[33,81]。カベオラ形成には Cav-1、Cavin-1 が働き、その分布比により
カベオラの形成の有無、カベオラの窪みの深さが異なる[100,102]。カベオラには、 
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EGFR や MET、IGF-IR などの受容体型チロシンキナーゼ（RTK）が集積しており、
癌細胞の生存シグナルを担っている。細胞膜の陥入構造であるカベオラが、膜小胞と
して細胞膜と遊離する過程で重要な働きを行う分子として GTP 結合タンパク質
Dynamin がある[94]。Dynamin は、陥入構造の首部分に存在し、カベオラを細胞膜よ
り遊離させ、エンドサイトーシスを行う[94]。また、最近の報告では、Dynamin が膀
胱ガン細胞の腹側基底膜ににおいてアクチンやコルタクチンと相互作用し
invadopodia 形成に関わる事が報告されている[94]。 
本実験では、ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 を使用し Cav-1 の発現と細胞遊走能お
よびエクソソームの取り込み機構との関連を調べた。Wound healing assay において
Cav-1 KD での腫瘍細胞遊走能の低下が確認された。Cav-1 はカベオラを形成し細胞外
からのコレステロールの取り込み、細胞内シグナル伝達、細胞遊走に関与する[11]。
癌細胞における遊走能に必要な栄養の不足、膜構造の変化が遊走能の低下につながっ
たと示唆される。次に、MDA-MB-231 での Cav-1 発現と放出エクソソーム量に関して
調べた。Cav-1 KD において、細胞培養液上清のエクソソーム量が増加しており、取
り込み能の低下および放出量の増加が示唆された。PKH 標識ミルクエクソソームの取
り込み実験では、コントロール細胞と Cav-1 KD 細胞でのエクソソーム取り込み能に
有意な差が認められなかった。本実験では、Cav-1 によるエクソソームの取り込み能
に注目していたが、エクソソーム放出量の亢進が示唆された。Cav-1 とエクソソーム
放出量の関連に関して、健常な人の血漿中エクソソームに対して Cav-1 高発現メラノ
ーマ患者の血漿中エクソソーム量が多いことが報告されている[53]。本研究室におい
ても、様々な細胞への取り込みを確認しているが、腫瘍細胞におけるエクソソーム取
り込み機構とエクソソーム表面マーカーとの関連も検討する必要がある。エクソソー
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ムのドナー細胞の違いにより、エクソソーム表面タンパクの違いと優位に働く取り込
み機構が存在する可能性も考えられる。 Cav-1 とエクソソームをの取り込み機能に関
しては、細胞の種類により様々な報告がある。ヒト鼻咽頭癌細胞株の CNE1 では Cav-1
の KD において、有意にエクソソームの取り込みが低下した[64]。一方、マウス胚線
維芽細胞(MEF)においては Cav-1 の KD においてエクソソームの取り込みが増加し、
Cav-1 はエクソソームの取り込みをネガティブにコントロールしている可能性を示唆
している[85]。また、ラット副腎褐色細胞腫由来 PC12 細胞において、Cav-1 発現と取
り込み量には変化はなく、Dynamin の KD においてエクソソーム取り込み量が低下し
たとの報告がある[87]。Cav-1 に依存しない癌細胞におけるエクソソーム取り込み機
能として、マクロピノサイトーシスがある。EGFR を介したマクロピノサイトーシス
誘導により癌細胞におけるエクソソームの取り込み量が有意に増加すると言われて
いる[63]。癌の悪性化に関わる K-Ras 変異体の細胞内発現は、マクロピノサイトーシ
スを誘導し細胞外の栄養を効率的に取り込む。膵臓癌細胞においても K-Ras 変異では
野生型と比較し、有意にエクソソーム取り込み量が増加している[63]。細胞外小胞の
取り込み機構は複雑であり、取り込みを行う細胞や細胞外小胞の種類により主となる
取り込み機構が異なる可能性がある。本実験では、マクロピノサイトーシスやカベオ
ラ非依存性エンドサイトーシスの抑制実験を行っておらず、他の取り込み機構が代償
的に亢進した可能性が考えらえる。各エンドサイトーシス機構の阻害実験を行いエク
ソソームの取り込み能の比較検討をする必要がある。また、Cav-1 とエクソソーム放
出および取り込み機能の解析のため、Cav-1 高発現モデルを用いた詳細な検討が必要
である。本実験において、Nanosight によるエクソソーム濃度、粒子数の計測を行っ
ておらず、エクソソームの取り込み、放出量の詳細な定量も必要である。本研究にお
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いて、取り込み能解析にミルクエクソソームを用いた。生乳から回収されるエクソソ
ームは、細胞培養上清のおよそ 200 倍と言われており、細胞への取り込み効率が高い
こと、副作用がないとされている[62]。癌細胞におけるエクソソームの取り込み機構
の解明は、癌悪性化メカニズムの解明と理解に大いに貢献ができる。また、癌細胞に
おけるエクソソーム取り込み制御の解明により、エクソソーム取り込み能を亢進させ、
癌抑制性 miRNA や抗がん剤を内包したエクソソームを効率よく取り込ませる事が可
能となり、有効な DDS の構築が期待される。各エンドサイトーシスにおいて、有意
に取り込まれる細胞外小胞の種類や、腫瘍細胞だけではなく癌微小環境へ目を向け、
細胞間コミュニケーション機構の解明を行っていきたい。CMT における Cav-1 とエ
クソソーム取り込み機能に関して、Cav-1 高発現イヌ乳腺骨肉腫細胞株である
MCO-Y4 では、PKH 標識エクソソームの取り込みを確認している（データ未掲載）。
しかし、KD による変化やその他の CMT 細胞株での機能解析を行うにいたらなかっ
た。今後、イヌ腫瘍細胞株におけるエクソソームを介した細胞間コミュニケーション
機構の解明も行っていきたい。 
 ヒト肺腺癌において、 ROR-1は、細胞膜表面受容体のRORサブファミリーに属す
るグリコシル化Ⅰ型膜タンパク質で、胎生期の細胞分化、増殖に関与しており、成熟
に伴いその発現は低下していくと言われている[16,102,104]。近年、ROR-1はヒトの白
血病、乳癌、肺癌、大腸癌など様々な腫瘍においてその発現が亢進していると言われ
ている[16,100,102,104]。正常細胞においてその発現がほとんどない事から、新たな癌
の診断マーカーおよび治療ターゲットとなる事が期待されている。ROR-1は、肺腺癌
細胞においてカベオラ構成膜タンパクであるCav-1やCavin-1と結合し、スキャフォー
ルドタンパクとして機能する事で、Cav-1のライソソームへの移動と分解を防ぎカベ
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オラ形成の安定化を行っている[100]。肺腺癌細胞株であるNCI-H1975細胞において、
ROR-1の発現抑制を行うと優位なCav-1タンパクの低下が認められた。一方、Cav-1の
mRNA発現には優位な差は認められなかった。本研究では、CMT細胞株およびCMT
組織検体におけるCav-1およびROR-1 mRNA発現の比較を行った（データ未掲載）。
CMT細胞株では、 イヌ乳腺骨肉腫細胞株のMCO-Y4では、ROR-1ならびにCav-1が高
発現していたが、その他の細胞株ではmRNA発現に相関性は認められなかった。CMT
組織検体では、正常と比較しCMT組織検体においてROR-1の高発現が確認された。し
かし、良性・悪性の比較、非浸潤性・浸潤性比較においては有意な差は認められなか
った。上述したように、ROR-1の発現は、Cav-1をタンパクレベルで制御している可
能性がある。今後は、タンパクレベルでの発現比較を行い、CMTにおけるROR-1発現
とCav-1発現の関連性を検討する必要がある。カベオラは、生理的に重要であり正常
細胞においてもその発現は認められる。一方、ROR-1は正常細胞においてほとんど発
現が認められず、多くのヒトの癌において高発現していることから新たな治療ターゲ
ットとなる可能性がある。 
 Cav-1はカベオラの主要構成膜タンパクであり、細胞内のシグナル伝達、コレステ
ロール輸送、細胞外小胞の取り込みを行っているがその機能、制御因子などは未だ詳
しく解明されていない。癌細胞の生存、増殖、浸潤、また細胞外小胞を介した細胞間
コミュニケーションの構築にカベオラ機構は大きく関与していると考えられる。癌の
発生、転移浸潤機構の解明、新たな治療ターゲットの構築、より詳細なカベオラ機構
の解明を行う必要がある。 
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5. 小活 
 本章において、以下の事が明らかとなった。 
1） ヒト乳腺腫瘍細胞株において、Cav-1 は細胞遊走能の維持に関わる事が示唆され
た。 
2） ヒト乳腺腫瘍細胞株における Cav-1 KD により、Cav-1 の発現はエクソソームの
放出をネガティブに制御する可能性が示唆された。 
3） ヒト乳腺腫瘍細胞株において、Cav-1 の発現とエクソソーム取り込み能には相関
が認められなかった。 
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総括 
 
 本研究では、CMT およびイヌ HSA において、その診断制度が問題となっていた形
態的な評価方法に代わり、予後予測も可能となる遺伝子診断法の開発と乳腺腫瘍にお
ける Caveolin-1 を介した悪性化メカニズムの解明を目的とした。 
 第Ⅰ章では、CMT 株化細胞を用いた悪性化メカニズムに関する分子機構の解明お
よび、CMT 罹患犬より得られた CMT 組織検体における遺伝子発現と病理組織学的悪
性度との比較をした。CMT 株化細胞における遺伝子発現解析により、Cav-1、MMP14、
uPA、PAI-1、および TEM8 は CMT における悪性度評価の候補遺伝子となる可能性が
示唆された。CMT 株化細胞において、Cav-1 および MMP14 は Invadopodia 形成によ
る悪性化機構へ関与すること、また uPA 発現が腫瘍細胞の浸潤能の獲得に関与するこ
とが示唆された。これは、ヒト乳がん細胞における報告と一致していた。CMT 組織
検体において Cav-1、MMP14、uPA および TEM8 の４遺伝子の発現は、浸潤性癌にお
いて有意に高い発現を示した。これらの因子は CMT およびヒト乳癌において、タン
パク発現量と腫瘍の悪性度との関連性が示唆されているが、CMT における遺伝子発
現量と腫瘍悪性化との関連を報告した研究はほとんどない。本研究によって、タンパ
ク発現における評価だけではなく、遺伝子発現による評価が有用である事が示唆され
た。判別分析により各遺伝子での正診率は 72~79%であったが、4 遺伝子での判別分
析では 86%とより正確な診断が可能となった。腫瘍における悪性化メカニズムは複雑
であり、複数の有用な遺伝子で評価することにより高い診断率・予後予測評価を行う
ことができることがわかった。しかし、本実験において予後と遺伝子発現量とで一致
しない症例もあった。その原因として、病理組織学的診断を基に評価していること、
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予後調査がおおよそ２年間の範囲でしか行なえていない事が考えられる。組織に変化
が認められる前に診断した場合や、作成する組織切片の部位により、良性と診断され
た症例においてもその後悪性に転じる可能性がある。一方、遺伝子発現は組織に変化
が現れる前に変動する事から、病理組織学的診断と遺伝子発現診断において相違が見
られると考えられる。遺伝子診断の精度を評価するため、より長い期間での予後調査
が必要である。 
 CMT 組織検体を用いた Cav-1、MMP14、uPA および TEM8 による遺伝子診断が有用
であることが示唆されたが、長期間での予後調査を行う事、また新たな有用なマーカ
ー遺伝子を追加する事で、更に CMT 遺伝子診断としての利用価値を高めることがで
きると考えられる。 
 第Ⅱ章では、イヌ血漿由来エクソソームを用いたリキッドバイオプシーによる HSA
特異的 miRNA の同定を行なった。本研究では、正常犬および HSA 罹患犬でのマイク
ロアレイ解析の結果から、miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、
miR-551b の 6 つの HSA 診断候補マーカーmiRNA が同定された。この 6 つの miRNA
に関して、正常犬、HSA、リンパ腫、メラノーマおよび、CMT 症例での発現解析を
行い HSA 早期診断マーカーとして有用であるかを検討した。各腫瘍間での発現解析
の結果、miR-551b がイヌ HSA 特異的診断マーカーとして有用であることが示唆され
た。また、データベースを用いた miR-551b 標的遺伝子検索により、ZFP36 に注目し
た。ルシフェラーゼレポーターアッセイにより、miR-551b が VEGF などの成長因子
を制御する ZFP36 の翻訳阻害を行なっている可能性がある示唆され、miR-551b が
HSA の悪性化に関与していることが考えられた。追跡調査の結果からも、HSA 症例
では正常の 1.5 倍以上の高い発現が確認され、高発現症例で予後不良となる傾向が見
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られた。現在、イヌ HSA の発見が遅く、HSA と診断された時にはすでに遠隔転移し
ており、予後不良となるケースが多い。また、臨床症状により HSA と判断されるこ
ともある。より低侵襲性であり、早期診断が可能なリキッドバイオプシーは有用な診
断方法となる。本研究におけるイヌ血漿由来エクソソーム中の miR-551b は、有用な
診断マーカーとなると考えられる。この診断マーカーがどの時期より高発現するかは、
わかっていない。今後は、若齢から定期的に採血を行い、mir-551b 発現のモニタリン
グをすることで早期診断が可能かを検討していきたい。 
 第Ⅲ章では、第Ⅰ章において乳腺腫瘍悪性化メカニズムに関与することが示唆され
た Cav-1 に関して、乳腺腫瘍細胞株を用い細胞遊走能への関与、並びにエクソソーム
の放出および取り込みへの影響を調べた。Cav-1 KD により細胞遊走能の低下が確認
され、Cav-1 が癌細胞における細胞遊走能の維持に関与する事が確認された。一方、
エクソソームの放出、取り込み能に関して、Cav-1 KD によりエクソソームの放出量
が増大した一方で、取り込み量に大きな変化は認められなかった。本実験では、Cav-1
の KD は行なったが、マクロピノサイトーシスやカベオリン非依存性エンドサイトー
シスの阻害実験を行なっておらず、カベオラ依存性エンドサイトーシス阻害により他
の取り込み機構が亢進した可能性も考えられる。今後は、カベオラ依存性エンドサイ
トーシス阻害剤である Filipin や Nystatin、マクロピノサイトーシス阻害剤である
Jasplakinolide、小胞が膜からの離脱時に関わる Dynamin 阻害剤である Dynasore など
を用い、より詳細なエクソソーム取り込み機構の解析が必要である。また、Cav-1 高
発現モデルを作成し、Cav-1 はカベオラの主要構成膜タンパクである。カベオラは、
細胞内のシグナル伝達、コレステロール輸送、細胞外小胞の取り込みを行っているが
その機能、制御因子などは未だ詳しく解明されていない。癌細胞の生存、増殖、浸潤、
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また細胞外小胞を介した細胞間コミュニケーションの構築にカベオラ機構は大きく
関与している事は間違いない。癌の発生、転移浸潤機構の解明のため、より詳細なカ
ベオラ機構の解明を行う必要がある。 
 本研究では、CMT 組織検体における診断マーカーとして Cav-1、MMP14、uPA およ
び TEM8 が、HSA における有用なバイオマーカーとして miR-551b が見つかった。CMT
組織検体において、Cav-1、MMP14、uPA および TEM8 による遺伝子診断と病理組織
学的診断による総合的な診断により、精度の高い診断と予後評価が可能となり、治療
方針の選択や再発、転移の早期発見に有用である。HSA におけるリキッドバイオプシ
ーバイオマーカーである miR-551b は、定期検診などの際に採血を行いモニタリング
する事で、HSA の早期発見、早期治療により QOL、生存率の向上が可能である。腫
瘍における悪性化分子メカニズムは複雑であり、各個体により腫瘍の性状、転移、浸
潤機構が異なる。詳細なメカニズムの解明は、個体ごとに異なる様々な腫瘍性状にも
適応可能な診断マーカー、治療ターゲットおよび、予防方法の構築に必要である。本
研究は、高度な予防診断を応用した獣医療における先制医療の構築において有用な成
果を示したと考える。 
  
 75
 
謝辞 
 
本研究を行うにあたり、ご親切な指導および論文の校閲を頂きました本学獣医学群 
獣医学類 生体機能学分野 獣医生化学ユニット 岩野英知教授、藤木純平助教なら
びに横田博前教授に深く感謝致します。 
 また、本論文のご校閲をいただきました本学獣医学群 獣医学類 感染・病理学分
野 獣医ウィルス学ユニット 萩原克郎教授、伴侶動物医療学分野 獣医臨床腫瘍学
ユニット 廉澤剛教授に深く感謝いたします。 
 本研究の実施にあたり、病理組織学診断のご提供を頂きました本学獣医学群 獣医
学類 感染・病理学分野 獣医病理学ユニット 岡本実准教授、松田一哉准教授、平
山和子先生ならびに谷山弘行前教授、実験検体のご提供を頂きました本学獣医学群 
伴侶動物医療学分野 獣医臨床腫瘍学ユニット 遠藤能史講師、福本真也先生ならび
に開業動物病院の先生方に深く感謝致します。 
 また、本研究に多大なご協力を頂きました本学獣医学群 獣医学類 生体機能学分
野 獣医生化学ユニットの皆様に深く感謝致します。  
 76
参考文献 
 
1. Amorim, I., Lopes, C. C., Faustino, A. M. and Pereira, P. D. 2010. 
Immunohistochemical expression of caveolin-1 in normal and neoplastic 
canine mammary tissue. J Comp Pathol 143: 39-44. 
2. Ando, T., Ishiguro, H., Kimura, M., Mitsui, A., Mori, Y., Sugito, N., Tomoda, 
K., Mori, R., Harada, K., Katada, T., Ogawa, R., Fujii, Y. and Kuwabara, Y. 
2007. The overexpression of caveolin-1 and caveolin-2 correlates with a 
poor prognosis and tumor progression in esophageal squamous cell 
carcinoma. Oncol Rep 18: 601-609. 
3. Andres, S. A., Edwards, A. B. and Wittliff, J. L. 2012. Expression of 
urokinase-type plasminogen activator (uPA), its receptor (uPAR), and 
inhibitor (PAI-1) in human breast carcinomas and their clinical relevance. J 
Clin Lab Anal 26: 93-103. 
4. Bartel, D. P. 2004. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and 
function. Cell 116: 281-297. 
5. Bradley, K. A., Mogridge, J., Mourez, M., Collier, R. J. and Young, J. A. 2001. 
Identification of the cellular receptor for anthrax toxin. Nature 414: 
225-229. 
6. Bronson, R. T. 1982. Variation in age at death of dogs of different sexes and 
breeds. Am J Vet Res 43: 2057-2059. 
7. Burton, J. H., Powers, B. E. and Biller, B. J. 2014. Clinical outcome in 20 
cases of lingual hemangiosarcoma in dogs: 1996-2011. Vet Comp Oncol 12: 
198-204. 
8. Cantero, D., Friess, H., Deflorin, J., Zimmermann, A., Bründler, M. A., 
Riesle, E., Korc, M. and Büchler, M. W. 1997. Enhanced expression of 
urokinase plasminogen activator and its receptor in pancreatic carcinoma. 
Br J Cancer 75: 388-395. 
9. Carlson, B. 2006. Oncotype DX Test Offers Guidance For Women Debating 
Chemotherapy. Biotechnol Healthc 3: 12-14. 
10. Carson-Walter, E. B., Watkins, D. N., Nanda, A., Vogelstein, B., Kinzler, K. 
W. and St Croix, B. 2001. Cell surface tumor endothelial markers are 
conserved in mice and humans. Cancer Res 61: 6649-6655. 
 77
11. Carver, L. A. and Schnitzer, J. E. 2003. Caveolae: mining little caves for 
new cancer targets. Nat Rev Cancer 3: 571-581. 
12. Castelló, R., Estellés, A., Vázquez, C., Falcó, C., España, F., Almenar, S. M., 
Fuster, C. and Aznar, J. 2002. Quantitative real-time reverse 
transcription-PCR assay for urokinase plasminogen activator, plasminogen 
activator inhibitor type 1, and tissue metalloproteinase inhibitor type 1 
gene expressions in primary breast cancer. Clin Chem 48: 1288-1295. 
13. Chambers, S. K., Ivins, C. M. and Carcangiu, M. L. 1998. Plasminogen 
activator inhibitor-1 is an independent poor prognostic factor for survival in 
advanced stage epithelial ovarian cancer patients. Int J Cancer 79: 
449-454. 
14. Chang, C. C., Tsai, M. H., Liao, J. W., Chan, J. P., Wong, M. L. and Chang, S. 
C. 2009. Evaluation of hormone receptor expression for use in predicting 
survival of female dogs with malignant mammary gland tumors. J Am Vet 
Med Assoc 235: 391-396. 
15. Chaudhary, A., Hilton, M. B., Seaman, S., Haines, D. C., Stevenson, S., 
Lemotte, P. K., Tschantz, W. R., Zhang, X. M., Saha, S., Fleming, T. and St 
Croix, B. 2012. TEM8/ANTXR1 blockade inhibits pathological angiogenesis 
and potentiates tumoricidal responses against multiple cancer types. 
Cancer Cell 21: 212-226. 
16. Chien, H. P., Ueng, S. H., Chen, S. C., Chang, Y. S., Lin, Y. C., Lo, Y. F., 
Chang, H. K., Chuang, W. Y., Huang, Y. T., Cheung, Y. C., Shen, S. C. and 
Hsueh, C. 2016. Expression of ROR1 has prognostic significance in triple 
negative breast cancer. Virchows Arch 468: 589-595. 
17. Clifford, C. A., Mackin, A. J. and Henry, C. J. 2000. Treatment of canine 
hemangiosarcoma: 2000 and beyond. J Vet Intern Med 14: 479-485. 
18. Cryan, L. M. and Rogers, M. S. 2011. Targeting the anthrax receptors, 
TEM-8 and CMG-2, for anti-angiogenic therapy. Front Biosci (Landmark 
Ed) 16: 1574-1588. 
19. Cullen, M., Seaman, S., Chaudhary, A., Yang, M. Y., Hilton, M. B., Logsdon, 
D., Haines, D. C., Tessarollo, L. and St Croix, B. 2009. Host-derived tumor 
endothelial marker 8 promotes the growth of melanoma. Cancer Res 69: 
6021-6026. 
 78
20. Davies, G., Cunnick, G. H., Mansel, R. E., Mason, M. D. and Jiang, W. G. 
2004. Levels of expression of endothelial markers specific to 
tumour-associated endothelial cells and their correlation with prognosis in 
patients with breast cancer. Clin Exp Metastasis 21: 31-37. 
21. De Cremoux, P., Grandin, L., Diéras, V., Savignoni, A., Degeorges, A., 
Salmon, R., Bollet, M. A., Reyal, F., Sigal-Zafrani, B., Vincent-Salomon, A., 
Sastre-Garau, X., Magdelénat, H., Mignot, L., Fourquet, A. 2009. 
Urokinase-type plasminogen activator and plasminogen-activator-inhibitor 
type 1 predict metastases in good prognosis breast cancer patients. 
Anticancer Res 29: 1475-1482. 
22. de Leeuw, D. C., Verhagen, H. J., Denkers, F., Kavelaars, F. G., Valk, P. J., 
Schuurhuis, G. J., Ossenkoppele, G. J. and Smit, L. 2016. MicroRNA-551b 
is highly expressed in hematopoietic stem cells and a biomarker for relapse 
and poor prognosis in acute myeloid leukemia. Leukemia 30: 742-746. 
23. Diaz, L. A. and Bardelli, A. 2014. Liquid biopsies: genotyping circulating 
tumor DNA. J Clin Oncol 32: 579-586. 
24. Dublin, E., Hanby, A., Patel, N. K., Liebman, R. and Barnes, D. 2000. 
Immunohistochemical expression of uPA, uPAR, and PAI-1 in breast 
carcinoma. Fibroblastic expression has strong associations with tumor 
pathology. Am J Pathol 157: 1219-1227. 
25. Duffy, M. J., McGowan, P. M. and Gallagher, W. M. 2008. Cancer invasion 
and metastasis: changing views. J Pathol 214: 283-293. 
26. Duffy, M. J., McGowan, P. M., Harbeck, N., Thomssen, C. and Schmitt, M. 
2014. uPA and PAI-1 as biomarkers in breast cancer: validated for clinical 
use in level-of-evidence-1 studies. Breast Cancer Res 16: 428. 
27. Egenvall, A., Bonnett, B. N., Ohagen, P., Olson, P., Hedhammar, A. and von 
Euler, H. 2005. Incidence of and survival after mammary tumors in a 
population of over 80,000 insured female dogs in Sweden from 1995 to 2002. 
Prev Vet Med 69: 109-127. 
28. Fidler, I. J. and Brodey, R. S. 1967. The biological behavior of canine 
mammary neoplasms. J Am Vet Med Assoc 151: 1311-1318. 
29. Foekens, J. A., Peters, H. A., Look, M. P., Portengen, H., Schmitt, M., 
Kramer, M. D., Brünner, N., Jänicke, F., Meijer-van Gelder, M. E., 
 79
Henzen-Logmans, S. C., van Putten, W. L. and Klijn, J. G. 2000. The 
urokinase system of plasminogen activation and prognosis in 2780 breast 
cancer patients. Cancer Res 60: 636-643. 
30. Gilbertson, S. R., Kurzman, I. D., Zachrau, R. E., Hurvitz, A. I. and Black, 
M. M. 1983. Canine mammary epithelial neoplasms: biologic implications 
of morphologic characteristics assessed in 232 dogs. Vet Pathol 20: 127-142. 
31. Greenhalgh, T. 1999. Narrative based medicine: narrative based medicine 
in an evidence based world. BMJ 318: 323-325. 
32. Hao, S. and Baltimore, D. 2009. The stability of mRNA influences the 
temporal order of the induction of genes encoding inflammatory molecules. 
Nat Immunol 10: 281-288. 
33. Hehlgans, S. and Cordes, N. 2011. Caveolin-1: an essential modulator of 
cancer cell radio-and chemoresistance. Am J Cancer Res 1: 521-530. 
34. Hehlgans, S., Eke, I., Storch, K., Haase, M., Baretton, G. B. and Cordes, N. 
2009. Caveolin-1 mediated radioresistance of 3D grown pancreatic cancer 
cells. Radiother Oncol 92: 362-370. 
35. Heitzer, E., Ulz, P. and Geigl, J. B. 2015. Circulating tumor DNA as a liquid 
biopsy for cancer. Clin Chem 61: 112-123. 
36. Hotchkiss, K. A., Basile, C. M., Spring, S. C., Bonuccelli, G., Lisanti, M. P. 
and Terman, B. I. 2005. TEM8 expression stimulates endothelial cell 
adhesion and migration by regulating cell-matrix interactions on collagen. 
Exp Cell Res 305: 133-144. 
37. Hsu, W. L., Huang, H. M., Liao, J. W., Wong, M. L. and Chang, S. C. 2009. 
Increased survival in dogs with malignant mammary tumours 
overexpressing HER-2 protein and detection of a silent single nucleotide 
polymorphism in the canine HER-2 gene. Vet J 180: 116-123. 
38. Hyun, K. A., Kim, J., Gwak, H. and Jung, H. I. 2016. Isolation and 
enrichment of circulating biomarkers for cancer screening, detection, and 
diagnostics. Analyst 141: 382-392. 
39. Inoue, M., Hasegawa, A., Hosoi, Y. and Sugiura, K. 2015. A current life 
table and causes of death for insured dogs in Japan. Prev Vet Med 120: 
210-218. 
40. Johnstone, R. M., Adam, M., Hammond, J. R., Orr, L. and Turbide, C. 1987. 
 80
Vesicle formation during reticulocyte maturation. Association of plasma 
membrane activities with released vesicles (exosomes). J Biol Chem 262: 
9412-9420. 
41. Khazai, L., Middleton, L. P., Goktepe, N., Liu, B. T. and Sahin, A. A. 2015. 
Breast pathology second review identifies clinically significant 
discrepancies in over 10% of patients. J Surg Oncol 111: 192-197. 
42. Kim, E. Y., Do, S. I., Hyun, K., Park, Y. L., Kim, D. H., Chae, S. W., Sohn, J. 
H. and Park, C. H. 2016. High Expression of Urokinase-Type Plasminogen 
Activator Is Associated with Lymph Node Metastasis of Invasive Ductal 
Carcinoma of the Breast. J Breast Cancer 19: 156-162. 
43. Klopfleisch, R., Klose, P. and Gruber, A. D. 2010. The combined expression 
pattern of BMP2, LTBP4, and DERL1 discriminates malignant from benign 
canine mammary tumors. Vet Pathol 47: 446-454. 
44. Kosaka, N., Iguchi, H., Hagiwara, K., Yoshioka, Y., Takeshita, F. and 
Ochiya, T. 2013. Neutral sphingomyelinase 2 (nSMase2)-dependent 
exosomal transfer of angiogenic microRNAs regulate cancer cell metastasis. 
J Biol Chem 288: 10849-10859. 
45. Kotilingam, D., Lev, D. C., Lazar, A. J. and Pollock, R. E. 2006. Staging soft 
tissue sarcoma: evolution and change. CA Cancer J Clin 56: 282-291; quiz 
314-285. 
46. Kucharzewska, P. and Belting, M. 2013. Emerging roles of extracellular 
vesicles in the adaptive response of tumour cells to microenvironmental 
stress. J Extracell Vesicles 2. 
47. Kurokawa, M. and Kornbluth, S. 2009. Caspases and kinases in a death 
grip. Cell 138: 838-854. 
48. Lampelj, M., Arko, D., Cas-Sikosek, N., Kavalar, R., Ravnik, M., 
Jezersek-Novakovic, B., Dobnik, S., Dovnik, N. F. and Takac, I. 2015. 
Urokinase plasminogen activator (uPA) and plasminogen activator 
inhibitor type-1 (PAI-1) in breast cancer - correlation with traditional 
prognostic factors. Radiol Oncol 49: 357-364. 
49. Lana, S., U'ren, L., Plaza, S., Elmslie, R., Gustafson, D., Morley, P. and Dow, 
S. 2007. Continuous low-dose oral chemotherapy for adjuvant therapy of 
splenic hemangiosarcoma in dogs. J Vet Intern Med 21: 764-769. 
 81
50. Li, M., Zeringer, E., Barta, T., Schageman, J., Cheng, A. and Vlassov, A. V. 
2014. Analysis of the RNA content of the exosomes derived from blood 
serum and urine and its potential as biomarkers. Philos Trans R Soc Lond 
B Biol Sci 369. 
51. Lim, L. P., Lau, N. C., Garrett-Engele, P., Grimson, A., Schelter, J. M., 
Castle, J., Bartel, D. P., Linsley, P. S. and Johnson, J. M. 2005. Microarray 
analysis shows that some microRNAs downregulate large numbers of 
target mRNAs. Nature 433: 769-773. 
52. Lindner, K., Haier, J., Wang, Z., Watson, D. I., Hussey, D. J. and Hummel, R. 
2015. Circulating microRNAs: emerging biomarkers for diagnosis and 
prognosis in patients with gastrointestinal cancers. Clin Sci (Lond) 128: 
1-15. 
53. Logozzi, M., De Milito, A., Lugini, L., Borghi, M., Calabrò, L., Spada, M., 
Perdicchio, M., Marino, M. L., Federici, C., Iessi, E., Brambilla, D., Venturi, 
G., Lozupone, F., Santinami, M., Huber, V., Maio, M., Rivoltini, L. and Fais, 
S. 2009. High levels of exosomes expressing CD63 and caveolin-1 in plasma 
of melanoma patients. PLoS One 4: e5219. 
54. Loya, A., Guray, M., Hennessy, B. T., Middleton, L. P., Buchholz, T. A., 
Valero, V. and Sahin, A. A. 2009. Prognostic significance of occult axillary 
lymph node metastases after chemotherapy-induced pathologic complete 
response of cytologically proven axillary lymph node metastases from 
breast cancer. Cancer 115: 1605-1612. 
55. Ma, Y. Y. and Tao, H. Q. 2012. Role of urokinase plasminogen activator 
receptor in gastric cancer: a potential therapeutic target. Cancer Biother 
Radiopharm 27: 285-290. 
56. MacEwen, E. G., Patnaik, A. K., Harvey, H. J. and Panko, W. B. 1982. 
Estrogen receptors in canine mammary tumors. Cancer Res 42: 2255-2259. 
57. Maurya, S. K., Tewari, M., Kumar, M., Thakur, M. K. and Shukla, H. S. 
2011. Expression pattern of tumor endothelial marker 8 protein in 
gallbladder carcinomas. Asian Pac J Cancer Prev 12: 507-512. 
58. Mendenhall, W. M., Mendenhall, C. M., Werning, J. W., Reith, J. D. and 
Mendenhall, N. P. 2006. Cutaneous angiosarcoma. Am J Clin Oncol 29: 
524-528. 
 82
59. Mengele, K., Napieralski, R., Magdolen, V., Reuning, U., Gkazepis, A., 
Sweep, F., Brünner, N., Foekens, J., Harbeck, N. and Schmitt, M. 2010. 
Characteristics of the level-of-evidence-1 disease forecast cancer 
biomarkers uPA and its inhibitor PAI-1. Expert Rev Mol Diagn 10: 947-962. 
60. Mimeault, M. and Batra, S. K. 2014. Molecular biomarkers of cancer 
stem/progenitor cells associated with progression, metastases, and 
treatment resistance of aggressive cancers. Cancer Epidemiol Biomarkers 
Prev 23: 234-254. 
61. Mulcahy, L. A., Pink, R. C. and Carter, D. R. 2014. Routes and mechanisms 
of extracellular vesicle uptake. J Extracell Vesicles 3. 
62. Munagala, R., Aqil, F., Jeyabalan, J. and Gupta, R. C. 2016. Bovine 
milk-derived exosomes for drug delivery. Cancer Lett 371: 48-61. 
63. Nakase, I., Kobayashi, N. B., Takatani-Nakase, T. and Yoshida, T. 2015. 
Active macropinocytosis induction by stimulation of epidermal growth 
factor receptor and oncogenic Ras expression potentiates cellular uptake 
efficacy of exosomes. Sci Rep 5: 10300. 
64. Nanbo, A., Kawanishi, E., Yoshida, R. and Yoshiyama, H. 2013. Exosomes 
derived from Epstein-Barr virus-infected cells are internalized via 
caveola-dependent endocytosis and promote phenotypic modulation in 
target cells. J Virol 87: 10334-10347. 
65. Nanda, A., Carson-Walter, E. B., Seaman, S., Barber, T. D., Stampfl, J., 
Singh, S., Vogelstein, B., Kinzler, K. W. and St Croix, B. 2004. TEM8 
interacts with the cleaved C5 domain of collagen alpha 3(VI). Cancer Res 
64: 817-820. 
66. Nekarda, H., Schmitt, M., Ulm, K., Wenninger, A., Vogelsang, H., Becker, 
K., Roder, J. D., Fink, U. and Siewert, J. R. 1994. Prognostic impact of 
urokinase-type plasminogen activator and its inhibitor PAI-1 in completely 
resected gastric cancer. Cancer Res 54: 2900-2907. 
67. Park, M. S., Ravi, V. and Araujo, D. M. 2010. Inhibiting the VEGF-VEGFR 
pathway in angiosarcoma, epithelioid hemangioendothelioma, and 
hemangiopericytoma/solitary fibrous tumor. Curr Opin Oncol 22: 351-355. 
68. Parton, R. G. and Simons, K. 2007. The multiple faces of caveolae. Nat Rev 
Mol Cell Biol 8: 185-194. 
 83
69. Peinado, H., Alečković, M., Lavotshkin, S., Matei, I., Costa-Silva, B., 
Moreno-Bueno, G., Hergueta-Redondo, M., Williams, C., García-Santos, G., 
Ghajar, C., Nitadori-Hoshino, A., Hoffman, C., Badal, K., Garcia, B. A., 
Callahan, M. K., Yuan, J., Martins, V. R., Skog, J., Kaplan, R. N., Brady, M. 
S., Wolchok, J. D., Chapman, P. B., Kang, Y., Bromberg, J. and Lyden, D. 
2012. Melanoma exosomes educate bone marrow progenitor cells toward a 
pro-metastatic phenotype through MET. Nat Med 18: 883-891. 
70. Pereira, P. D., Lopes, C. C., Matos, A. J., Cortez, P. P., Gärtner, F., Medeiros, 
R. and Lopes, C. 2010. Caveolin-1 in diagnosis and prognosis of canine 
mammary tumours: comparison of evaluation systems. J Comp Pathol 143: 
87-93. 
71. Pinilla, S. M., Honrado, E., Hardisson, D., Benítez, J. and Palacios, J. 2006. 
Caveolin-1 expression is associated with a basal-like phenotype in sporadic 
and hereditary breast cancer. Breast Cancer Res Treat 99: 85-90. 
72. Prenzler, F., Fragasso, A., Schmitt, A. and Munz, B. 2016. Functional 
analysis of ZFP36 proteins in keratinocytes. Eur J Cell Biol 95: 277-284. 
73. Przybylowska, K., Szemraj, J., Kulig, A., Dziki, A., Ulanska, J. and Blasiak, 
J. 2008. Antigen levels of urokinase-type plasminogen activator receptor 
and its gene polymorphism related to microvessel density in colorectal 
cancer. Acta Biochim Pol 55: 357-363. 
74. Saleem, S. N. and Abdel-Mageed, A. B. 2015. Tumor-derived exosomes in 
oncogenic reprogramming and cancer progression. Cell Mol Life Sci 72: 
1-10. 
75. Salido-Guadarrama, I., Romero-Cordoba, S., Peralta-Zaragoza, O., 
Hidalgo-Miranda, A. and Rodríguez-Dorantes, M. 2014. MicroRNAs 
transported by exosomes in body fluids as mediators of intercellular 
communication in cancer. Onco Targets Ther 7: 1327-1338. 
76. Santos, A., Lopes, C., Marques, R. M., Amorim, I., Ribeiro, J., Frias, C., 
Vicente, C., Gärtner, F. and de Matos, A. 2011. Immunohistochemical 
analysis of urokinase plasminogen activator and its prognostic value in 
canine mammary tumours. Vet J 189: 43-48. 
77. Santos, A. A., Lopes, C. C., Ribeiro, J. R., Martins, L. R., Santos, J. C., 
Amorim, I. F., Gärtner, F. and Matos, A. J. 2013. Identification of prognostic 
 84
factors in canine mammary malignant tumours: a multivariable survival 
study. BMC Vet Res 9: 1. 
78. Savage, K., Lambros, M. B., Robertson, D., Jones, R. L., Jones, C., Mackay, 
A., James, M., Hornick, J. L., Pereira, E. M., Milanezi, F., Fletcher, C. D., 
Schmitt, F. C., Ashworth, A. and Reis-Filho, J. S. 2007. Caveolin 1 is 
overexpressed and amplified in a subset of basal-like and metaplastic 
breast carcinomas: a morphologic, ultrastructural, immunohistochemical, 
and in situ hybridization analysis. Clin Cancer Res 13: 90-101. 
79. Scobie, H. M., Rainey, G. J., Bradley, K. A. and Young, J. A. 2003. Human 
capillary morphogenesis protein 2 functions as an anthrax toxin receptor. 
Proc Natl Acad Sci U S A 100: 5170-5174. 
80. Shan, Y. F., Shen, X., Xie, Y. K., Chen, J. C., Shi, H. Q., Yu, Z. P., Song, Q. T., 
Zhou, M. T. and Zhang, Q. Y. 2009. Inhibitory effects of tanshinone II-A on 
invasion and metastasis of human colon carcinoma cells. Acta Pharmacol 
Sin 30: 1537-1542. 
81. Shatz, M. and Liscovitch, M. 2008. Caveolin-1: a tumor-promoting role in 
human cancer. Int J Radiat Biol 84: 177-189. 
82. St Croix, B., Rago, C., Velculescu, V., Traverso, G., Romans, K. E., 
Montgomery, E., Lal, A., Riggins, G. J., Lengauer, C., Vogelstein, B. and 
Kinzler, K. W. 2000. Genes expressed in human tumor endothelium. 
Science 289: 1197-1202. 
83. Sterzenbach, U., Putz, U., Low, L. H., Silke, J., Tan, S. S. and Howitt, J. 
2017. Engineered Exosomes as Vehicles for Biologically Active Proteins. 
Mol Ther 25: 1269-1278. 
84. Sun, Z. J., Yu, T., Chen, J. S., Sun, X., Gao, F., Zhao, X. L. and Luo, J. 2010. 
Effects of ulinastatin and cyclophosphamide on the growth of xenograft 
breast cancer and expression of CXC chemokine receptor 4 and matrix 
metalloproteinase-9 in cancers. J Int Med Res 38: 967-976. 
85. Svensson, K. J., Christianson, H. C., Wittrup, A., Bourseau-Guilmain, E., 
Lindqvist, E., Svensson, L. M., Mörgelin, M. and Belting, M. 2013. Exosome 
uptake depends on ERK1/2-heat shock protein 27 signaling and lipid 
Raft-mediated endocytosis negatively regulated by caveolin-1. J Biol Chem 
288: 17713-17724. 
 85
86. Svensson, K. J., Kucharzewska, P., Christianson, H. C., Sköld, S., Löfstedt, 
T., Johansson, M. C., Mörgelin, M., Bengzon, J., Ruf, W. and Belting, M. 
2011. Hypoxia triggers a proangiogenic pathway involving cancer cell 
microvesicles and PAR-2-mediated heparin-binding EGF signaling in 
endothelial cells. Proc Natl Acad Sci U S A 108: 13147-13152. 
87. Tian, T., Zhu, Y. L., Zhou, Y. Y., Liang, G. F., Wang, Y. Y., Hu, F. H. and Xiao, 
Z. D. 2014. Exosome uptake through clathrin-mediated endocytosis and 
macropinocytosis and mediating miR-21 delivery. J Biol Chem 289: 
22258-22267. 
88. Uyama, R., Nakagawa, T., Hong, S. H., Mochizuki, M., Nishimura, R. and 
Sasaki, N. 2006. Establishment of four pairs of canine mammary tumour 
cell lines derived from primary and metastatic origin and their E-cadherin 
expression. Vet Comp Oncol 4: 104-113. 
89. Van den Eynden, G. G., Van Laere, S. J., Van der Auwera, I., Merajver, S. D., 
Van Marck, E. A., van Dam, P., Vermeulen, P. B., Dirix, L. Y. and van Golen, 
K. L. 2006. Overexpression of caveolin-1 and -2 in cell lines and in human 
samples of inflammatory breast cancer. Breast Cancer Res Treat 95: 
219-228. 
90. Victor, B. C., Anbalagan, A., Mohamed, M. M., Sloane, B. F. and 
Cavallo-Medved, D. 2011. Inhibition of cathepsin B activity attenuates 
extracellular matrix degradation and inflammatory breast cancer invasion. 
Breast Cancer Res 13: R115. 
91. Wang, H., Sun, X., Gao, F., Zhong, B., Zhang, Y. H. and Sun, Z. 2012. Effect 
of ulinastatin on growth inhibition, apoptosis of breast carcinoma cells is 
related to a decrease in signal conduction of JNk-2 and NF-κB. J Exp Clin 
Cancer Res 31: 2. 
92. Wang, L., Madigan, M. C., Chen, H., Liu, F., Patterson, K. I., Beretov, J., 
O'Brien, P. M. and Li, Y. 2009. Expression of urokinase plasminogen 
activator and its receptor in advanced epithelial ovarian cancer patients. 
Gynecol Oncol 114: 265-272. 
93. Weigelt, B., Peterse, J. L. and van 't Veer, L. J. 2005. Breast cancer 
metastasis: markers and models. Nat Rev Cancer 5: 591-602. 
94. Weng, L., Enomoto, A., Miyoshi, H., Takahashi, K., Asai, N., Morone, N., 
 86
Jiang, P., An, J., Kato, T., Kuroda, K., Watanabe, T., Asai, M., 
Ishida-Takagishi, M., Murakumo, Y., Nakashima, H., Kaibuchi, K. and 
Takahashi, M. 2014. Regulation of cargo-selective endocytosis by dynamin 
2 GTPase-activating protein girdin. EMBO J 33: 2098-2112. 
95. Whiteside, T. L. 2013. Immune modulation of T-cell and NK (natural killer) 
cell activities by TEXs (tumour-derived exosomes). Biochem Soc Trans 41: 
245-251. 
96. Whiteside, T. L. 2016. Tumor-Derived Exosomes and Their Role in Cancer 
Progression. Adv Clin Chem 74: 103-141. 
97. Witzel, I., Milde-Langosch, K., Schmidt, M., Karn, T., Becker, S., Wirtz, R., 
Rody, A., Laakmann, E., Schütze, D., Jänicke, F. and Müller, V. 2014. Role 
of urokinase plasminogen activator and plasminogen activator inhibitor 
mRNA expression as prognostic factors in molecular subtypes of breast 
cancer. Onco Targets Ther 7: 2205-2213. 
98. Yamaguchi, H. and Oikawa, T. 2010. Membrane lipids in invadopodia and 
podosomes: key structures for cancer invasion and metastasis. Oncotarget 
1: 320-328. 
99. Yamaguchi, H., Takeo, Y., Yoshida, S., Kouchi, Z., Nakamura, Y. and 
Fukami, K. 2009. Lipid rafts and caveolin-1 are required for invadopodia 
formation and extracellular matrix degradation by human breast cancer 
cells. Cancer Res 69: 8594-8602. 
100. Yamaguchi, T., Lu, C., Ida, L., Yanagisawa, K., Usukura, J., Cheng, J., 
Hotta, N., Shimada, Y., Isomura, H., Suzuki, M., Fujimoto, T. and 
Takahashi, T. 2016. ROR1 sustains caveolae and survival signalling as a 
scaffold of cavin-1 and caveolin-1. Nat Commun 7: 10060. 
101. Yang, G., Truong, L. D., Timme, T. L., Ren, C., Wheeler, T. M., Park, S. H., 
Nasu, Y., Bangma, C. H., Kattan, M. W., Scardino, P. T. and Thompson, T. C. 
1998. Elevated expression of caveolin is associated with prostate and breast 
cancer. Clin Cancer Res 4: 1873-1880. 
102. Zhang, S., Chen, L., Cui, B., Chuang, H. Y., Yu, J., Wang-Rodriguez, J., 
Tang, L., Chen, G., Basak, G. W. and Kipps, T. J. 2012. ROR1 is expressed 
in human breast cancer and associated with enhanced tumor-cell growth. 
PLoS One 7: e31127. 
 87
103. Zhao, X., Sun, X., Gao, F., Luo, J. and Sun, Z. 2011. Effects of ulinastatin 
and docataxel on breast tumor growth and expression of IL-6, IL-8, and 
TNF-α. J Exp Clin Cancer Res 30: 22. 
104. Zhou, J. K., Zheng, Y. Z., Liu, X. S., Gou, Q., Ma, R., Guo, C. L., Croce, C. M., 
Liu, L. and Peng, Y. 2017. ROR1 expression as a biomarker for predicting 
prognosis in patients with colorectal cancer. Oncotarget 8: 32864-32872. 
105. Zuccari, D. A., Castro, R., Gavioli, A. F., Mancini, U. M., Frade, C. S. and 
Leonel, C. 2012. Immunohistochemical and molecular analysis of caveolin-1 
expression in canine mammary tumors. Genet Mol Res 11: 153-165. 
 
